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Título: Ligandos asociados a moléculas HLA de clase I en infecciones virales y 
trastornos autoinmunitarios. 
 
Las células T CD8+ identifican y eliminan células infectadas y tumorales a 
través del reconocimiento específico de péptidos procedentes de proteínas 
intracelulares unidos a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad 
humano (HLA) de clase I. La presentación de estos ligandos peptídicos presentados 
por las moléculas HLA de clase I es fundamental para el control de múltiples 
infecciones virales, y también se ha involucrado en enfermedades de carácter 
autoinmunitario como las espondiloartropatías. En este contexto, el extraordinario 
polimorfismo existente en las moléculas HLA de clase I determina los ligandos 
peptídicos que se pueden unir a los diferentes subtipos, puesto que únicamente 
aquellos ligandos que presenten los residuos adecuados en posiciones concretas, que 
permiten la interacción con aminoácidos específicos de la molécula HLA, son capaces 
de unirse a cada subtipo de clase I particular. 
Esta tesis se encuentra estructurada en cuatro secciones: 
1. En el análisis de la respuesta mediada por células T CD8+ frente al virus de 
la hepatitis C (HCV) se habían descrito previamente tres epítopos procedentes de la 
proteína viral NS5B restringidos por HLA-B*27. En la presente tesis se ha llevado a 
cabo el análisis de la capacidad de unión de estos epítopos a cuatro subtipos de HLA-
B*27 (HLA-B*27:02, -B*27:04, -B*27:05 y –B*27:06). Los resultados permitieron 
explicar el reconocimiento diferencial identificado entre individuos infectados por 
HCV que expresan los subtipos HLA-B*27:02 o HLA-B*27:05. Además, se determinó 
que el cambio en el motivo de anclaje principal de uno de los epítopos constituye 
una mutación de escape viral puesto que impide la unión efectiva a la molécula de 
clase I presentadora. Asimismo, los datos obtenidos permiten sugerir cambios en los 
perfiles de inmunodominancia en el contexto de los subtipos HLA-B*27:04 y HLA-
B*27:06. Todos estos resultados son importantes en la selección de epítopos para 
vacunas globales, ya que indican que el polimorfismo en la familia HLA-B*27 puede 
influir de forma importante en las características de unión de los ligandos peptídicos. 
2. El conocimiento actual acerca de la especificidad de unión de péptidos 
para los diferentes subtipos del grupo HLA-B*27 es aún limitado. Por ello, se llevaron 
a cabo ensayos de estabilización de un conjunto homogéneo de nueve péptidos 
procedentes del virus respiratorio sincitial humano (HRSV) utilizando siete subtipos 
diferentes de HLA-B*27. Mediante estos ensayos se logró identificar un motivo de 
anclaje mínimo común, consistente en la secuencia Arg/Lys-Arg-Xn-Ile/Leu/Met, que 
permitiría la unión efectiva a la mayoría de subtipos de HLA-B*27. Dicha estructura 
fue confirmada utilizando péptidos sintéticos procedentes de otros virus. Estos 
resultados, fácilmente transferibles a otras familias y supertipos de HLA de clase I, 
serían relevantes para los estudios de respuestas de células T CD8+ contra patógenos 
y en el desarrollo racional de vacunas. 
 3. A pesar de la importancia de los diferentes elementos de procesamiento y 
presentación de antígenos en la respuesta inmunológica antiviral, aún se desconocen 




ligandos de HLA de clase I en diferentes virus individuales y/o familias virales. En 
este contexto, se analizó la respuesta inmunológica frente a un conjunto de dieciséis 
ligandos de HRSV restringidos por cinco moléculas de clase I distintas que se 
generaban en células infectadas con el virus. Para ello se llevaron a cabo ensayos de 
estabilización y de respuesta ex vivo en ratones transgénicos para las diferentes 
moléculas HLA de clase I que presentaban estos ligandos virales. El análisis de los 
resultados estableció que el gradiente en la transcripción de genes virales, el 
principal mecanismo de regulación de la expresión génica en el orden 
Mononegavirales del cual HRSV forma parte, determina tanto la inmunoprevalencia 
como la inmunodominancia de la respuesta inmunológica antiviral mediada por HLA 
de clase I. Los datos recogidos en esta memoria tienen importantes implicaciones en 
el estudio de la respuesta inmunológica y en el desarrollo de vacunas no sólo frente a 
HRSV sino frente a todos los miembros del orden Mononegavirales en los cuales opere 
el citado mecanismo de regulación génica. 
 4. En el contexto de las espondiloartropatías, un conjunto de enfermedades 
de carácter autoinmunitario fuertemente asociadas a la familia HLA-B*27, la 
hipótesis del péptido artritogénico postula que un péptido bacteriano con homología 
por un ligando endógeno sería el que iniciase el daño autorreactivo. Previamente se 
habían descrito dos ligandos restringidos por HLA-B*27:05, de 11 y 13 aminoácidos 
respectivamente, procedentes de la bacteria Chlamydia trachomatis. Estos péptidos 
mostraban una considerable homología con un ligando endógeno humano que se 
había aislado en subtipos de HLA-B*27 asociados con las espondiloartropatías pero se 
encontraba ausente en los subtipos considerados protectores. Todos estos datos 
sugerían un posible mimetismo antigénico entre los ligandos bacterianos y el 
endógeno humano, por lo que se procedió a evaluar el reconocimiento inmunológico 
de estos péptidos estudiando la respuesta ex vivo en ratones transgénicos para HLA-
B*27:05. Los resultados revelaron que la inmunización con el tridecámero es capaz de 
generar células T CD8+ específicas capaces de reconocer el ligando endógeno 
humano. Además, se determinó que esta reactividad cruzada únicamente se producía 
en ratones de sexo masculino. Esta es la primera vez que se describe mimetismo 
antigénico entre un ligando procedente de una bacteria artritogénica y un ligando 
humano, hecho que podría ser importante en el estudio, prevención o tratamiento de 
las espondiloartropatías. 
En resumen, esta memoria aporta datos sobre ligandos de HLA de clase I 
presentados que son relevantes en el conocimiento sobre los mecanismos de la 
respuesta inmunológica frente a diversos virus y en la patogénesis de las SpAs, y 






































Title: Ligands associated to HLA class I molecules in viral infections and 
autoimmune diseases. 
 
CD8+ T cells identify and kill tumor and infected cells through the specific 
recognition of intracellular protein-derived peptides bound to human class I major 
histocompatibility (HLA class I) molecules. HLA class I presentation of these peptide 
ligands is key for the control of various viral infections, and it has also been involved 
in autoimmune diseases like spondyloarthropathies (SpAs). In this context, the 
extraordinary polymorphism of HLA class I molecules determines the peptide ligands 
that can bind to the different subtypes, because just the ligands displaying the 
appropriate residues in the right positions, allowing the interaction with specific 
amino acids in the HLA molecule, can bind to each particular HLA class I subtype.   
This thesis is organized in four sections: 
1. In the analysis of CD8+ T cell response against hepatitis C virus (HCV), three 
HLA-B*27-restricted epitopes derived from NS5B viral protein had been identified. In 
the current thesis, the analysis of the binding of this epitopes to four different HLA-
B*27 subtypes (HLA-B*27:02, -B*27:04, -B*27:05 y –B*27:06) has been carried out. The 
results allowed us to explain the different recognition identified in HLA-B*27:02 or –
B*27:05-expressing HCV-infected individuals. In addition, the modification in the 
major anchor motif of one of these epitopes has been characterized as a viral escape 
mutation that prevents the optimal binding to the HLA class I molecule. Moreover, 
these data suggested changes in the immunodominance profile in HLA-B*27:04 and 
HLA-B*27:06 contexts. All these results are important in epitope screening for global 
vaccines, since they remark how HLA-B*27 family polymorphism could influence the 
ligand binding properties of HLA class I molecules.   
2. Current knowledge about peptide binding specificity in different HLA-B*27 
subtypes is still limited. Thus, stability assays using a uniform set of nine human 
respiratory syncytial virus (HRSV)-derived peptides in seven HLA-B*27 subtypes were 
carried out. Through these assays a minimal common anchor motif, consisting in the 
Arg/Lys-Arg-Xn-Ile/Leu/Met sequence, was identified. This structure would allow 
peptide binding to most of HLA-B*27 subtypes. Using different viruses-derived 
synthetic peptides these anchor motifs were confirmed. These results are easily 
applicable to other HLA class I families and supertypes, and they are relevant in 
studies of CD8+ T cell response against pathogens and vaccines rational design. 
 3. Despite the importance of different antigen processing and presentation 
elements in antiviral immune response, general rules describing how immune system 
chooses HLA class I ligands from different viruses and/or viral families are still 
unknown. In this context, immune response against sixteen HRSV-infected cells-
derived ligands restricted by five different HLA class I molecules was analyzed. In 
order to achieve this aim, HLA class I complex stability and HLA class I-transgenic 
mice ex vivo response assays were conducted. The analysis showed that viral 
transcriptional gradient, the major gene expression regulatory mechanism of 
Mononegavirales order (which includes HRSV), determines both the 





response. These results have important implications in immune response studies and 
vaccine development, not only against HRSV but also against other Mononegavirales 
members where the above-mentioned gene expression regulatory mechanism works. 
 4. Regarding SpAs, a group of HLA-B*27-associated autoimmune disorders, the 
arthritogenic peptide hypothesis proposes the response against a bacterial-derived 
human-mimicking peptide as the autoreactive damage initiating mechanism. 
Previously, 11-mer and 13-mer HLA-B*27:05-restricted Chlamydia trachomatis-
derived ligands had been defined. These peptides showed high homology with an 
endogenous human ligand that was identified in SpA-associated subtypes but not in 
non-associated subtypes. These data suggested antigenic mimicry between bacterial 
and human ligands, so evaluation of immune recognition of these peptides, analyzing 
HLA-B*27:05-transgenic mice ex vivo response, was carried out. The results 
determined that T cells raised against 13-mer chlamydial peptide could recognize the 
human endogenous ligand. Furthermore, this cross-reactivity was detected only in 
male mice. This is the first demonstration of antigenic mimicry between an 
arthritogenic bacteria-derived peptide and a human ligand, fact that could be 
relevant in the study, prevention and treatment of SpAs. 
 In summary, this thesis provides several key points about HLA class I ligands 
that are relevant in the knowledge about antiviral immune response mechanisms and 
SpA pathogenesis and that have important implications in vaccines and immunogens 













































































1 LA RESPUESTA INMUNOLÓGICA 
 
1.1 El sistema inmunológico 
 
El sistema inmunológico es el conjunto de moléculas, células, tejidos y 
órganos responsable de la defensa del organismo frente a lo ajeno, entendiendo 
como tal cualquier factor que altere la homeostasis tanto de origen interno 
(transformaciones tumorales) como externo (fundamentalmente patógenos como 
virus, bacterias, hongos o parásitos pero también agentes químicos o físicos). 
En la mayoría de los animales, el sistema inmunológico se divide en dos 
subsistemas, el innato y el adaptativo. El sistema inmunológico innato se caracteriza 
por el desarrollo de respuestas inmunológicas rápidas que no reconocen estructuras 
específicas de los patógenos sino patrones moleculares y no producen memoria 
inmunológica (es decir, no generan un “registro” de la exposición al patógeno). En 
cambio, el sistema inmunológico adaptativo da lugar a respuestas lentas pero 
específicas de antígeno que generan memoria inmunológica cuya finalidad es activar 
más rápida y eficientemente los mecanismos protectores en futuras exposiciones 
ante el mismo agente agresor. Esta última cualidad es de la que se aprovechan las 
vacunas frente a agentes infecciosos. 
El sistema inmunológico innato está formado por diversos tipos celulares como 
las células del sistema fagocítico mononuclear (monocitos y macrófagos), los 
granulocitos, las células NK (células asesinas naturales en inglés) y las células 
dendríticas, así como varios tipos de moléculas entre las que cabe destacar las que 
conforman el sistema del complemento. En cambio, el sistema inmunológico 
adaptativo está formado básicamente por dos tipos celulares, las células B (o 
linfocitos B) y las células T (o linfocitos T), y entre sus moléculas existen proteínas de 
alta especificidad por sus ligandos como son los anticuerpos, el receptor de las 
células B (BCR por sus siglas en inglés) y el receptor de las células T (TCR por sus 
siglas en inglés).  
 
1.2 Células T 
 
Los linfocitos T son células de origen linfoide que maduran en el timo, en 
donde experimentan procesos de selección positiva y negativa que tienen como 
objetivo generar clones de células T maduras que no reaccionen frente a lo “propio” 
pero que sean capaces de reconocer lo “no propio”. El resultado del periplo de las 
células T por el timo es la generación de células T indiferenciadas (naïve), pero 
funcionalmente maduras, que expresan un TCR completamente reordenado y 
funcional. A partir de aquí, las células T indiferenciadas se distribuyen por diferentes 
localizaciones del organismo en donde pueda producirse el contacto del TCR con el 





señalización que inducen a las células T indiferenciadas a activarse y proliferar, 
momento en el que devienen en células T efectoras.    
La maduración tímica da lugar a los dos grupos principales de células T, que 
se definen por la presencia en la superficie celular de los marcadores CD4 o CD8, 
respectivamente. La expresión de dichas moléculas en las células T maduras es 
mutuamente excluyente y su presencia en la superficie determina generalmente 
tanto el patrón de reconocimiento del TCR como las características funcionales de las 
células T que los portan. Por un lado, las células T CD8+ efectoras se denominan CTLs 
(linfocitos T citotóxicos, por sus siglas en inglés), reconocen normalmente péptidos 
cortos presentados por moléculas del MHC (complejo principal de histocompatibilidad 
por sus siglas en inglés) de clase I y su función principal es reconocer y destruir 
células infectadas por parásitos intracelulares. Por otra parte, las células que 
expresan el marcador CD4 se denominan células T colaboradoras (células TH, del 
inglés helper), reconocen habitualmente péptidos largos unidos a moléculas del MHC 
de clase II y su función es coordinar y regular la respuesta inmunológica para que sea 
lo suficientemente eficaz como para eliminar al agente extraño pero sin llegar a ser 
tan exacerbada que dañe al organismo.  
Las células T colaboradoras, a su vez, se dividen en cuatro subtipos 
principales —TH1, TH2, TH17 y TReg— atendiendo a su patrón de secreción de 
citoquinas y sus diferentes capacidades funcionales [1]. Las células TH1 producen 
principalmente IFNγ y TNFα, y son necesarias para la inmunidad celular frente a virus 
y bacterias intracelulares. Las células TH2 son importantes en la inmunidad humoral 
frente a parásitos extracelulares, actividad que realizan a través de la secreción de 
IL-4, IL-5 e IL-13. Las células T productoras de IL-17 se denominan consecuentemente 
células TH17 y son cruciales en la protección frente a patógenos extracelulares y en 
procesos inflamatorios que en ocasiones participan en trastornos autoinmunitarios. 
Finalmente, las células TReg colaboran en la regulación e inhibición de la respuesta 
inmunológica exacerbada para evitar daño autoinmunitario en tejidos propios, para 
lo cual es fundamental la secreción de las citoquinas inhibidoras TGFβ e IL-10. 
  
1.3 Moléculas del MHC de clase I 
 
Las moléculas del MHC, en complejo con diferentes péptidos, son los ligandos 
naturales de los TCRs [2]. Estas moléculas se denominan en seres humanos HLA 
(antígeno leucocitario humano, en inglés) y en ratones se conocen como moléculas H-
2. Existen dos tipos de moléculas del MHC, clase I y clase II, codificadas ambas por 
genes localizados en el cromosoma 6 en humanos y 17 en ratones en un locus que 
comprende además otros genes relevantes tanto en el procesamiento antigénico en 
particular como en el sistema inmunológico en general. A su vez, en humanos existen 
tres genes que codifican para moléculas del MHC de clase I, denominadas en 
humanos HLA-A, -B y –C, y tres conjuntos de genes para las del MHC de clase II, HLA-




Las moléculas del MHC de clase I son glicoproteínas transmembrana que se 
expresan en todas las células nucleadas del organismo. Son un heterodímero formado 
por una cadena pesada (o cadena α) polimórfica de 44kDa que se une de forma no 
covalente a una cadena ligera constituida por una pequeña proteína globular 
invariable de 12kDa, la β2 microglobulina (o β2m) (Figura 1A). La cadena pesada, a 
su vez, se estructura desde el extremo amino en tres dominios, denominados α1, α2 
y α3, que se continúan por una región transmembrana y una pequeña cola 
citoplasmática [3]. El dominio α3, responsable de la interacción con la molécula CD8 
de las células T [4], y la β2m se pliegan adoptando conformaciones similares a los 
dominios constantes de las inmunoglobulinas. Por su parte, α1 y α2 conforman el sitio 
de unión al antígeno, que es la estructura molecular en la cual se acomodan los 
péptidos presentados por las moléculas del MHC de clase I. Dicha estructura está 
formada por una superficie compuesta por ocho cadenas antiparalelas dispuestas en 
estructura de lámina β sobre las que reposan dos hélices α separadas, que conforman 
las paredes de la hendidura (Figura 1B) [5]. 
 
 
Figura 1. Estructura de las moléculas del MHC de clase I. Panel A: Vista lateral de la molécula del 
MHC de clase I HLA-B*27:05 unida a un péptido de nueve residuos. Se representan los tres dominios de la 
cadena pesada (α1, α2 y α3) en color rojo, la β2 microglobulina en color verde y el ligando peptídico en 
color azul. No se muestran las regiones transmembrana ni citoplasmática. Panel B: Vista cenital del sitio 
de unión al antígeno, formado por dos hélices α que reposan sobre la superficie de ocho cadenas β 
donde se acomoda el péptido. 
Las moléculas del MHC de clase I vacías son altamente inestables y 
generalmente solo se expresan formando complejos con péptidos en la superficie 
celular [6]. Las moléculas del MHC de clase I unen ligandos peptídicos de 
habitualmente entre 8 y 10 aminoácidos en una conformación extendida y 
ligeramente flexible. La unión de los péptidos a las moléculas del MHC se estabiliza 
fundamentalmente por el contacto con ciertos residuos dentro del ligando, 





De esta forma, los residuos situados en las hélices α y las cadenas β de la cadena 
pesada que se encuentran orientados hacia el interior del sitio de unión al antígeno 
conforman diferentes subcavidades o bolsillos cuya configuración determina la 
especificidad de los motivos de anclaje [7,8]. 
El sistema MHC es el locus más polimórfico que se conoce en mamíferos [9], 
con más de 12.000 alelos de clase I y de 4.000 de clase II descritos hasta la fecha en 
humanos (base de datos IPD – IMGT/HLA [10]). En las moléculas del MHC de clase I 
este polimorfismo se acumula fundamentalmente en las regiones α1 y α2 que 
configuran el sitio de unión al péptido, afectando a las diferentes subcavidades que 
conforman el surco. De este modo, el polimorfismo del sistema MHC delimita la 
capacidad de unión a los diferentes ligandos en función de sus motivos de anclaje, lo 
que finalmente define la estructura del complejo péptido-MHC y determina el 
reconocimiento por el TCR de las células T [11-13]. 
 
1.4 Procesamiento de antígenos por el MHC de clase I 
 
Los ligandos presentados por las moléculas del MHC de clase I son generados 
en la denominada vía clásica de procesamiento y presentación de antígenos de clase 
I, proceso que permite la presentación de péptidos derivados de proteínas endógenas 
que se ensamblan en complejos con las moléculas del MHC de clase I para ser 
expuestos en la superficie celular [14,15]. El conjunto de péptidos dispuestos de esta 
manera se denomina el ligandoma (o peptidoma) del MHC de clase I [16]. 
En condiciones normales el ligandoma del MHC de clase I está formado 
exclusivamente por péptidos derivados de proteínas celulares. Dichos péptidos 
proceden generalmente de dos fuentes distintas. Por un lado, algunos péptidos 
derivan de proteínas que se encuentran al final de su vida útil, cuyos aminoácidos 
deben ser reciclados para la síntesis de nuevas moléculas. Por otro, una fracción 
significativa de ligandos derivan de los denominados DRiPs (acrónimo para productos 
ribosomales defectuosos en inglés), que consisten en polipéptidos recién sintetizados 
que, ya porque su traducción termina prematuramente o porque se pliegan 
erróneamente, se degradan rápidamente antes de formar proteínas funcionales 
[17,18]. Aunque la célula se encuentra continuamente procesando y presentando 
péptidos provenientes de proteínas endógenas, cuando en el interior celular se 
expresan proteínas “no propias” como aquellas procedentes de patógenos 
intracelulares o de genes mutados (por ejemplo en cáncer), éstas también pueden 
ser procesadas para generar péptidos que se incluyan en el repertorio de los ligandos 
del MHC de clase I. De esta forma los péptidos antigénicos derivados de proteínas 
anómalas o de patógenos quedan expuestos para el reconocimiento específico por las 
células T CD8+ en la superficie celular.  
El procesamiento de los antígenos comienza cuando las proteínas o cadenas 
polipeptídicas son degradadas en fragmentos más pequeños por la principal proteasa 
celular: el proteasoma [19-21]. Los proteasomas son grandes complejos enzimáticos 




sedimentación: un núcleo proteolítico 20S flanqueado por dos complejos reguladores 
19S que en conjunto forman el proteasoma 26S [22]. El núcleo 20S es un cilindro 
hueco formado por veintiocho subunidades distintas que se disponen en cuatro anillos 
superpuestos. Los dos anillos exteriores están formados por siete subunidades α (α1 – 
α7) mientras que los anillos interiores se componen por siete subunidades β (β1 – β7) 
y son los que albergan la capacidad catalítica del complejo gracias a la actividad de 
las subunidades β1, β2 y β5 en mamíferos. Por su parte, las partículas 19S son las 
responsables de interaccionar con las proteínas a degradar, desnaturalizarlas e 
introducirlas correctamente en el interior del núcleo catalítico.  
La actividad proteolítica del proteasoma genera una gran variedad de 
fragmentos peptídicos de entre tres y veinte aminoácidos [23], si bien otras proteasas 
citosólicas también pueden generar péptidos de diferentes tamaños. Algunos de estos 
péptidos pueden acceder al lumen del retículo endoplasmático (RE) a través de una 
proteína denominada TAP (transportador asociado al procesamiento de antígeno) 
insertada en la membrana de este orgánulo [24]. TAP es un transportador 
heterodimérico de la familia ABC (ATP Binding Cassete) que forma un canal que 
permite el paso de péptidos de entre ocho y dieciséis aminoácidos hacia el lumen del 
RE [25-27]. Además, la presencia de algunos aminoácidos en ciertas posiciones, 
especialmente en los residuos adyacentes al extremo N-terminal y en el residuo C-
terminal, puede favorecer o perjudicar el transporte de los péptidos al RE [28,29]. La 
importancia de TAP en el procesamiento antigénico se refleja en que esta proteína 
aparece alterada en distintos tumores y en que diferentes virus han desarrollado 
mecanismos cuyo fin es interferir en el correcto transporte de péptidos antigénicos 
[30,31]. Esto es debido a que las alteraciones de TAP impiden el suministro normal de 
péptidos al RE, de modo que éstos no pueden unirse a las moléculas del MHC y se 
dificulta gravemente la presentación efectiva de antígenos a las células T CD8+. 
Una vez que alcanzan el lumen del RE, los péptidos pueden interaccionar con 
las moléculas del MHC de clase I, gracias a la formación de una estructura 
supramolecular denominada PLC (complejo de carga del péptido por sus siglas en 
inglés), que funciona como un mecanismo de control de calidad para la carga del 
péptido [32]. En primer lugar, las cadenas pesadas de las moléculas del MHC de clase 
I recién sintetizadas se estabilizan temporalmente por la chaperona calnexina [33]. 
Una vez se establece la unión entre la cadena pesada y la β2m, la calnexina se 
separa de la molécula del MHC de clase I y ésta interacciona con TAP y las 
chaperonas tapasina, calreticulina y ERp57 para formar el PLC [34]. La calreticulina y 
ERp57 estabilizan la molécula del MHC de clase I vacía hasta que se une 
eficientemente al ligando peptídico [35,36]. ERp57 además es una tiol oxidoreductasa 
que colabora en la formación de enlaces disulfuro durante el ensamblaje del 
complejo péptido-MHC [37], tarea en la que posiblemente también esté implicada la 
PDI [38]. La tapasina, por su parte, es una glicoproteína  que sirve de enlace entre 
TAP y la molécula del MHC de clase I y que también colabora en la estabilización de 
complejos de moléculas del MHC de clase I con péptidos de alta afinidad [39,40]. Por 
tanto, la tapasina participa en la edición del repertorio peptídico presentado por las 
moléculas del MHC de clase I [41], tarea en la que recientemente también se ha 





La mayoría de los péptidos son directamente generados en el citosol por el 
proteasoma, si bien algunos de ellos son recortados por otras peptidasas antes de 
acceder al RE [44,45]. Si los péptidos poseen la longitud y motivos de anclaje 
adecuados podrán unirse directamente a las moléculas del MHC de clase I. No 
obstante, es habitual que los péptidos en el RE sean recortados en el extremo N-
terminal por las aminopeptidasas residentes del RE ERAP1 (ERAAP en ratones) y 
ERAP2. Estas enzimas, y en menor medida otras proteasas del RE y del resto de la vía 
exocítica, recortan los péptidos extendidos en amino para generar fragmentos de 
menor tamaño que pueden unirse a la molécula del MHC de clase I [46-48], por lo que 
también colaboran en la edición del peptidoma [49,50]. Cuando el péptido se 
acomoda correctamente en el sitio de unión al antígeno, el complejo trimolecular 
formado por el ligando peptídico en conjunto con la cadena pesada y la β2m de la 
molécula del MHC de clase I abandona el PLC y se transporta por la vía exocítica 
hacia la superficie celular para la presentación a las células T CD8+ [51,52] (Figura 2). 
 
 
Figura 2. Vía clásica de procesamiento antigénico para moléculas del MHC de clase I. Los péptidos 
generados en el citosol se transportan a través de TAP al RE. Allí, el PLC permite la acomodación de los 
péptidos en el surco de unión al antígeno de la cadena pesada de la molécula del MHC. El complejo 
trimolecular formado por el péptido, la cadena pesada y la β2m finalmente abandonan el RE para ser 
presentados en la superficie celular. 
 
1.5 Presentación de antígenos por moléculas del MHC de clase I a los CTLs. 
 
En células normales las moléculas del MHC de clase I se encuentran 




T CD8+ no reaccionan debido a mecanismos de tolerancia tanto central como 
periférica [53]. No obstante, el reconocimiento de péptidos “no propios”, 
procedentes de patógenos o proteínas endógenas mutadas, en la superficie de las 
células presentadoras de antígeno produce la activación de las células T CD8+ 
indiferenciadas, que pasan a ser células T CD8+ efectoras o citotóxicas (CTLs). La 
activación de los clones de células T CD8+ que han reconocido específicamente el 
antígeno presentado por la molécula del MHC de clase I implica la expansión clonal 
de las células, de modo que el repertorio de células T se enriquece en células 
específicas del antígeno “no propio”. Además, la activación capacita a las células T 
CD8+ para reconocer y destruir células que expresen el antígeno específico; de esta 
forma, las células tumorales o infectadas por patógenos intracelulares pueden ser 
eliminadas selectivamente [54,55]. Una vez la infección o desarrollo tumoral se ha 
superado, los clones de las células T CD8+ activadas entran masivamente en apoptosis 
con el objetivo de evitar lesiones en los tejidos. No obstante, un pequeño 
subconjunto de estas células específicas sobrevive, las cuales se transforman en 
células de memoria que se mantienen en bajo número en previsión de futuras 
exposiciones al mismo antígeno [56,57].  
Las células T CD8+ identifican las células diana mediante el reconocimiento 
específico por parte del TCR del complejo trimolecular formado por el péptido junto 
a la molécula del MHC de clase I. El heterodímero CD8αβ también participa 
estabilizando el conjunto TCR-péptido-MHC de clase I [58]. Sin embargo, para que el 
reconocimiento conduzca a la activación de la célula T se precisan señales 
adicionales suministradas por otras moléculas integrales de membrana, llamadas 
moléculas coestimuladoras [59,60]. Además, en la activación de las células T CD8+ 
también contribuyen sustancialmente las citoquinas, de las cuales las más relevantes 
son la IL-12 [61] y la IL-2, que funciona como un importante factor de crecimiento 
para las células T [62].   
Uno de los efectos más importantes que tiene lugar en las células T CD8+ 
como consecuencia del reconocimiento específico del complejo péptido-MHC de 
clase I es la liberación de varias citoquinas, entre las cuales cabe destacar el 
interferón gamma (IFNγ). Esta citoquina, perteneciente a la familia del interferón de 
tipo II, estimula la presentación antigénica por las moléculas del MHC de clase I y 
clase II [63,64] y es crucial en la inmunidad frente a virus y bacterias intracelulares y 
contra tumores [65]. Además, la cascada de señalización intracelular desencadenada 
por el contacto de la célula T CD8+ con la célula diana provoca la liberación de 
orgánulos especializados denominados gránulos citotóxicos, que contienen varias 
moléculas cuya finalidad es la lisis y destrucción de la célula blanco. Entre estas 
moléculas caben destacar las granzimas, que son enzimas de la familia de las serina 
proteasas que producen la apoptosis de la célula diana al activar la vía de las 
caspasas [66], y la perforina, una proteína cuya función es abrir poros en las 
membranas de la célula blanco que permiten la entrada de otras moléculas, como las 
granzimas, a la vez que alteran el equilibrio osmótico [67]. Otro mecanismo 
importante del que disponen las células T CD8+ para la inducción de la muerte celular 
programada es el que desencadena la unión de la molécula de membrana Fas, 






2 HLA-B*27: POLIMORFISMO Y ASOCIACIÓN CON LAS 
ESPONDILOARTROPATÍAS 
 
2.1 Polimorfismo en HLA-B*27 
 
La familia de moléculas HLA-B*27 es una de las más estudiadas debido a su 
fuerte asociación a un grupo de enfermedades autoinmunitarias denominadas 
espondiloartropatías (SpA) [69,70]. Atendiendo a la base de datos IPD–IMGT/HLA, en 
la actualidad el grupo alélico HLA-B*27 se compone de más de 150 subtipos 
diferentes que se designan desde HLA-B*27:01 hasta HLA-B*27:156 [10]. HLA-B*27:05 
se considera el subtipo ancestral del cual han divergido el resto de alelos de la 
familia de HLA-B*27 [71], proteínas que difieren entre sí en una o varias sustituciones 
en la secuencia de aminoácidos que componen la cadena pesada de la molécula. 
Estos cambios afectan a las diferentes subcavidades del sitio de unión al péptido y, 
por ende, seleccionan el conjunto de péptidos que pueden unirse a cada uno de los 
subtipos (Figura 3).  
 
 
Figura 3. Polimorfismo en la familia HLA-B*27. Panel A. Sitio de unión al péptido de la molécula HLA-
B*27:05 en el que se indica la posición de los residuos en los que difiere respecto a otros subtipos 
representativos de la familia HLA-B*27. Asimismo, se señalan con flechas los residuos alterados respecto 
a HLA-B*27:05 para seis subtipos de HLA-B*27 diferentes (HLA-B*27:01, -B*27:02, -B*27:03, -B*27:04, -
B*27:06 y -B*27:09), representados dentro de recuadros. Panel B. Esquema del polimorfismo de los seis 
subtipos representativos de HLA-B*27. Los cambios entre los subtipos se denotan en los recuadros azules 
mediante el código de aminoácidos de una letra y la posición de la sustitución dentro de la cadena 
pesada. Además, para cada cambio se indica el residuo del ligando peptídico (P1 – PΩ) que se ve 





En comparación con otras moléculas HLA de clase I, HLA-B*27 es capaz de 
acomodar péptidos de tamaños más variados, con una notable abundancia relativa de 
péptidos de longitud superior a 10 aminoácidos [72]. Por ello, las diferentes 
posiciones de los residuos en las cadenas peptídicas que se unen a HLA-B*27 se 
indican desde P1 (posición 1) para el aminoácido en el extremo N-terminal hasta PΩ, 
que corresponde al aminoácido situado en el extremo carboxilo. El motivo de anclaje 
principal de la familia HLA-B*27 consiste en Arg en P2, con la excepción de alrededor 
de un 3% de los ligandos que poseen Gln en dicha posición [73]. Si bien los 
aminoácidos en otras posiciones del péptido no interaccionan tan estrechamente con 
la molécula de clase I dado que quedan orientados hacia la zona de contacto con el 
TCR, existen residuos denominados motivos de anclaje secundarios o auxiliares que 
también son fundamentales para la unión eficiente de los ligandos peptídicos a la 
molécula HLA ya que interaccionan con los aminoácidos del sitio de unión al 
antígeno. La preferencia de residuos en estas posiciones es más ambigua y depende 
de la composición y conformación del sitio de unión al antígeno y, por tanto, está 
muy influida por el polimorfismo en la molécula HLA que afecta a los residuos de la 
cadena pesada [74]. De esta forma, los motivos de anclaje auxiliares más restrictivos 
son, en orden decreciente, PΩ, P1 y P3. Así, en el caso de la molécula prototípica 
HLA-B*27:05, los aminoácidos Leu, aromáticos como Phe y Tyr o básicos como Arg y 
Lys son habituales en los residuos en PΩ, en P1 abundan Gly, Arg y Lys, y los 
aminoácidos aromáticos Phe y Tyr son comunes en P3 [72,75]. 
En el caso de HLA-B*27, las diferencias en la preferencia por residuos en los 
motivos de anclaje es la razón por la que los repertorios de péptidos presentados por 
los diferentes subtipos sólo coincidan parcialmente: si bien existen ligandos que se 
pueden unir a varios subtipos de HLA-B*27 diferentes, muchos son específicos de sólo 
uno o pocos subtipos [75]. Por tanto, tanto las preferencias de residuos en los 
diferentes subtipos de HLA-B*27 como la existencia de motivos de anclaje comunes 
para la unión efectiva a todos o la mayoría de los subtipos siguen siendo 
desconocidas. 
 
2.2 Distribución geográfica del polimorfismo de HLA-B*27 
 
La distribución de los diferentes alelos de la familia HLA-B*27 es muy desigual 
entre las poblaciones mundiales. Mientras que HLA-B*27:05, el subtipo arquetípico 
del que se supone que derivan todos los demás, se encuentra repartido 
mundialmente, el resto de subtipos se concentran mayoritariamente en ciertas 
regiones geográficas (Figura 4). De este modo, el alelo HLA-B*27:03 se encuentra 
ampliamente representado en poblaciones del oeste de África y afroamericanas 
mientras que HLA-B*27:04 se localiza principalmente en poblaciones del sureste 
asiático. HLA-B*27:06, un alelo que se supone que proviene evolutivamente de HLA-
B*27:04, se encuentra frecuentemente en el archipiélago indonesio. Estos dos alelos 
muestran una prevalencia que supera incluso a la de la molécula B*27:05 en las zonas 
donde son comunes. Los alelos HLA-B*27:02 y -B*27:09 son frecuentes en regiones en 









Figura 4. Distribución de los alelos de la familia HLA-B*27 en diferentes poblaciones del mundo. Las 
diferentes poblaciones actuales se muestran con un círculo y la proporción de los alelos de HLA-B*27, 
indicados en la leyenda inferior, se representa en función del área de los sectores. Los datos se 




La familia HLA-B*27 está considerablemente asociada a las 
espondiloartropatías seronegativas (SpA), trastornos reumáticos negativos para el 
factor reumatoide que se caracterizan por la inflamación en las articulaciones, 
especialmente en la columna vertebral [77,78]. Este conjunto de enfermedades 
incluye la espondilitis anquilosante (AS), la forma más común y prototípica de SpA y 
la más fuertemente asociada a HLA-B*27: en torno a un 90% de los pacientes portan 
moléculas de esta familia [79]. No obstante, dentro del grupo de moléculas HLA-B*27 
los subtipos HLA-B*27:06 y –B*27:09 son la excepción en tanto que su asociación con 
la AS es muy débil o nula, por lo que se consideran alelos protectores contra la 
enfermedad [80]. Al contrario que la mayoría de las enfermedades autoinmunes, la 
AS es más común y severa en varones que en mujeres, y los síntomas se manifiestan 
habitualmente a comienzos de la edad adulta [81].  
Otra tipo de SpA relevante es la enfermedad de Reiter o artritis reactiva 
(ReA), que se encuentra asociada a HLA-B*27 en torno al 50% de los casos [82]. Su 
nombre hace referencia a que los primeros síntomas aparecen como “reacción” 




negativas que consecuentemente se denominan bacterias artritogénicas. Algunos 
géneros que incluyen bacterias artritogénicas son los de los parásitos intestinales 
Salmonella, Shigella, Yersinia y Campylobacter, o sexuales como Chlamydia [83].  
Se han propuesto tres hipótesis para explicar la patogénesis de las distintas 
SpAs, todas basadas en el alto nivel de relación de estos trastornos con la molécula 
HLA-B*27 y la participación de distintos elementos de la respuesta inmunológica [84] 
(Figura 5). La primera de ellas es la hipótesis de respuesta a proteína desplegada (en 
inglés unfolded protein response o UPR), que postula que la tasa reducida de 
plegamiento que muestran las moléculas HLA-B*27 provoca la acumulación de éstas 
en el RE, generando un estrés que resulta finalmente en la producción de citoquinas 
como IL-23 que activan las células TH17, de carácter proinflamatorio [85]. La 
siguiente es la hipótesis de las cadenas pesadas libres, que se basa en la capacidad 
de las moléculas HLA-B*27 para formar homodímeros de cadenas pesadas, disociados 
de la β2m y de ligandos peptídicos, que son reconocidos en la superficie celular por 
receptores específicos de alelo HLA que poseen ciertas células proinflamatorias del 
sistema inmunológico como las células NK y las células T [86]. Por último, la hipótesis 
del péptido artritogénico sostiene que la respuesta autoinmunitaria en los pacientes 
sería debida al mimetismo molecular entre epítopos bacterianos y péptidos propios 
restringidos por HLA-B*27. En esta hipótesis, tras una respuesta inmunológica 
convencional basada en interacciones de alta afinidad con el complejo formado por 
un péptido bacteriano con la molécula HLA, algunas células T podrían establecer 
interacciones de baja afinidad con otros complejos de HLA que presentaran algún 
ligando endógeno con la suficiente homología con el péptido bacteriano. Esto 
desencadenaría una respuesta autorreactiva que iniciaría el daño autoinmunitario, 
pues las células T reaccionarían inapropiadamente frente a células que presenten los 
péptidos propios, provocando a la larga los signos clínicos que definen a las diversas 
SpAs como la ReA [87]. 
 
Figura 5. Modelos de patogénesis propuestos para las espondiloartropatías. Se representan las tres 
hipótesis clásicas que explican la patogénesis de la SpA en diferentes paneles separados por líneas 
discontinuas. Panel A: Hipótesis de la respuesta a proteína desplegada Panel B: Hipótesis de las cadenas 








3.1 Chlamydia trachomatis 
 
La bacteria artritogénica Chlamydia trachomatis es un parásito intracelular 
obligado que se transmite por vía sexual infectando el epitelio urogenital. Aunque 
inicialmente provoca una reacción inflamatoria local, la infección por C. trachomatis 
es difícil de identificar y suele permanecer subclínica y sin diagnosticar en una alta 
proporción de individuos [88,89]. 
 
3.1.1 Ciclo de desarrollo 
 
C. trachomatis muestra un ciclo de desarrollo bifásico que alterna formas 
extracelulares infecciosas con escaso metabolismo —cuerpos elementales (EB por sus 
siglas en inglés)— con formas intracelulares no infecciosas, los cuerpos reticulares 
(RB por sus siglas en inglés) [90]. El ciclo comienza cuando las células epiteliales de la 
mucosa captan los EBs, que se rodean por membranas endosómicas para dar lugar a 
vacuolas intracelulares denominadas inclusiones [91]. Las inclusiones conforman un 
ambiente protegido del entorno citosólico en el que el parásito puede activarse 
metabólicamente dando lugar a los RBs, que comienzan a replicarse mediante fisión 
binaria dentro de la vacuola. Finalmente, los RBs se transforman de nuevo en EBs 
infectivos, que son liberados por exocitosis al exterior celular para infectar futuras 
células, cerrando así el ciclo de desarrollo de la bacteria (Figura 6).  
No obstante, bajo ciertas condiciones de estrés los RBs pueden convertirse en 
formas persistentes aberrantemente largas, que son incapaces de dividirse. Estas 
formas se mantienen hasta que desparecen las circunstancias adversas como las que 
suponen la exposición a citoquinas del hospedador —especialmente las secretadas por 
células TH1— o antibióticos que afectan a la síntesis de la pared celular, o en 
condiciones de privación de recursos, fundamentalmente cuando se produce escasez 
de triptófano como consecuencia de la acción de la enzima IDO (indolamina 2,3-
dioxigenasa) activada por el IFNγ [92] (Figura 6). Aun así, se ha observado que las 
formas persistentes son capaces de replicar el cromosoma bacteriano y de expresar 
proteínas involucradas en la replicación del DNA [93,94]. Las formas persistentes 
permanecen en los tejidos del hospedador, provocando una infección crónica pero 






Figura 6. Ciclo de desarrollo biológico de Chlamydia trachomatis. El parásito intracelular C. 
trachomatis posee un ciclo de desarrollo en el que se distinguen dos fases, la de cuerpos elementales 
(EBs) y la de cuerpos reticulares (RBs). En condiciones de estrés para la bacteria, como las que supone 
la privación de triptófano, aparecen formas de persistencia que se mantienen hasta que desaparecen las 
circunstancias adversas. Imagen basada en [92]. 
 
3.1.2 C. trachomatis y espondiloartropatías 
 
C. trachomatis se ha propuesto como una de las principales bacterias 
artritogénicas, es decir, bacterias cuyas infecciones se encuentran relacionadas con 
el desarrollo de la ReA y otras SpAs. Este patógeno ya se había involucrado 
previamente en otros trastornos de carácter autoinmunitario como es la enfermedad 
cardíaca en ratones, cuya causa es el mimetismo antigénico entre autoantígenos y 
péptidos derivados de esta bacteria [95]. En el caso de las SpAs, existen varias 
evidencias que recalcan el papel de esta bacteria en la enfermedad. En ratas 
transgénicas para HLA-B*27:05 se ha observado que la exposición a Chlamydia 
trachomatis provoca una ruptura de la tolerancia en células T CD8+ restringidas por 
HLA-B*27:05, capacitando a éstas para lisar dianas HLA-B*27+ [96]. La respuesta 
inmunológica en individuos infectados con C. trachomatis implica la participación de 
células T CD8+ [97], si bien su papel en la eliminación del patógeno no es 
completamente imprescindible [98]. Además, C. trachomatis se detecta 
habitualmente en muestras de líquido sinovial de pacientes con ReA [99], donde en 
ocasiones se observan formas de persistencia que probablemente expresan proteínas 
implicadas en la replicación del DNA como es el caso de la primasa de DNA [93,94]. 
Estos datos sugieren que probablemente un ligando derivado de estas proteínas de 
persistencia podría ser un péptido artritogénico que mostrase alta homología con un 








3.2 Virus respiratorio sincitial humano 
 
El virus respiratorio sincitial humano (HRSV por sus siglas en inglés) es un virus 
del género Pneumovirus que provoca infecciones del tracto respiratorio superior en 
seres humanos. HRSV forma parte de la familia Paramyxoviridae que se enmarca, 
junto a Rhadboviridae, Filoviridae y Bornaviridae, dentro del orden de los 
Mononegavirales, denominación que hace referencia a que todos sus miembros 
portan un genoma constituido por una única hebra de RNA de polaridad negativa 
[100]. Es por ello que HRSV, como todos los Mononegavirales, forman parte del grupo 
V según la clasificación de Baltimore [101]. 
 
3.2.1 Estructura de HRSV 
 
HRSV es un virus envuelto [102] en cuya bicapa lipídica se encuentran 
integradas tres proteínas: la proteína pequeña hidrofóbica (SH), la glicoproteína (G) y 
la proteína de fusión (F) (Figura 7). Bajo la envuelta se encuentra una malla formada 
por numerosas repeticiones de la proteína de la matriz (M). En el núcleo del virión se 
halla el RNA viral asociado a cuatro proteínas diferentes: la nucleoproteína (N), la 
fosfoproteína (P), un factor antiterminador de la transcripción (M2-1) y la polimerasa 
(L), encargada de la replicación y transcripción del genoma (Figura 7). Además, el 
genoma de HRSV da lugar a las proteínas no estructurales 1 y 2 (NS1 y NS2), que 
como su nombre indica no forman parte del virión sino que su función es de 
interferencia en la respuesta inmunológica del hospedador. Por último, el genoma de 
HRSV también codifica para otra proteína no estructural, M2-2, con funciones en el 
cambio entre transcripción y replicación.  
 
 
Figura 7. Estructura de HRSV. Representación esquemática del virión de HRSV. En la parte izquierda se 
indican los componentes relacionados con la envuelta viral y en la parte derecha se señalan los 




3.2.2 Genoma, replicación y transcripción viral 
 
HRSV presenta un genoma formado por más de 15 kilobases de RNA 
monocatenario de sentido negativo, dividido en diez genes que codifican para las 
once proteínas anteriormente mencionadas, puesto que el gen M2 presenta dos ORFs 
(marcos abiertos de lectura, por sus siglas en inglés) que codifican para las proteínas 
M2-1 y M2-2, respectivamente. Además, en el extremo 3’ del genoma existe una 
pequeña región, el promotor 3’, que permite la incorporación de la polimerasa viral 
para llevar a cabo la replicación y la transcripción. Todos los genes se transcriben 
individualmente generando 10 moléculas de RNA mensajero (mRNA) distintas. Cada 
gen va precedido por una secuencia muy conservada de nueve nucleótidos que marca 
el inicio de la trascripción (señal GS, del inglés Gene Start), y termina con secuencias 
de doce o trece nucleótidos que marcan el final de la transcripción (señal GE, del 
inglés Gene End). Además, los genes de HRSV se disponen en el orden 3’ NS1-NS2–N–
P–M–SH–G–F-M2–L 5’, que tiene importantes implicaciones en la regulación de la 
expresión génica, como se describirá más adelante. Los nueve primeros genes se 
separan por regiones intergénicas de distinto tamaño, mientras que los genes M2 y L 
se solapan de modo que la señal GS del gen de la polimerasa está por encima de la 
señal GE del gen M2 (Figura 8).  
Tanto la replicación como la transcripción viral son resultado de la actividad 
de la polimerasa viral, que es una RNA polimerasa dependiente de RNA. La 
replicación se produce cuando la polimerasa comienza a sintetizar la molécula 
complementaria de RNA desde el promotor 3’ pero ignora las señales GS y GE de los 
genes virales, de modo que genera una hebra completa de RNA de polaridad positiva 
complementaria al genoma ―el antigenoma― que sirve como molde para la 
fabricación de numerosas copias del genoma de HRSV [103].  
Por otro lado, la transcripción de HRSV es un proceso secuencial, en el que la 
polimerasa viral sintetiza uno a uno los mRNAs para cada gen comenzando por el 
promotor del extremo 3’ del genoma. A medida que avanza a lo largo de la hebra de 
RNA genómico, la polimerasa inicia la síntesis de mRNA en las señales GS de cada gen 
y la detiene en las GE, evitando la transcripción de las regiones intergénicas. Este 
mecanismo secuencial de parada-comienzo (start-stop) de la transcripción es 
relativamente inestable, de tal forma que conforme la RNA polimerasa recorre el 
genoma viral aumentan las probabilidades de que se ésta se desvincule de la hebra 
que está procesando, especialmente en las regiones intergénicas [104]. Cuando esto 
ocurre, la polimerasa debe reiniciar la transcripción desde el promotor 3’ de nuevo. 
Como consecuencia, los genes se transcriben con mayor frecuencia conforme más 
cercanos se encuentran al extremo 3’ [105,106]. Así, se genera un gradiente 
transcripcional en los mRNAs de los diferentes genes que, al traducirse, implican 
cantidades decrecientes de proteína (Figura 8). Este es el principal mecanismo de 
regulación génica que utiliza HRSV —y la mayoría de los Mononegavirales— para 






Figura 8. Transcripción del genoma de HRSV. Panel A. Se representa el proceso de transcripción, en el 
que la polimerasa viral comienza la síntesis de RNA complementario a partir del único promotor 3’ del 
genoma. A medida que la polimerasa avanza en sentido 3’5’, la transcripción en mRNA comienza en 
las señales de inicio (GS) de cada gen y se termina en las señales de parada (GE). Panel B. En la parte 
superior se indica la disposición de los genes de HRSV a lo largo del genoma viral desde la región 3’, 
donde se encuentra el promotor, hasta la región 5’. Asimismo, se indican las señales de inicio (GE) y 
final (GS) de la transcripción para cada gen en azul y verde, respectivamente. En aras de la simplicidad 
el gen de la polimerasa (L) se representa acortado. En la parte inferior se muestra el sentido del 
gradiente en la transcripción de los genes virales que determina cantidades decrecientes de mRNA a 
medida que los genes se sitúan más alejados del extremo 3’. Las abreviaturas utilizadas para los genes 
virales son NS1 (proteína no estructural 1), NS2 (proteína no estructural 2), N (nucleoproteína), P 
(fosfoproteína), M (proteína de la matriz), SH (proteína pequeña hidrofóbica), G (glicoproteína), F 
(proteína de fusión), M2 (proteína de la matriz 2) y L (polimerasa). 
 
3.2.3 Patología e inmunología de HRSV 
 
HRSV es un virus muy común que genera infecciones moderadas en adultos 
sanos. Sin embargo, es la causa más importante de enfermedades del tracto 
respiratorio inferior, como neumonía y bronquiolitis, en recién nacidos y niños 
pequeños [108,109]. Además, HRSV representa un riesgo severo para la salud en  
ancianos [110,111] e individuos inmunocomprometidos (receptores de trasplantes, 
pacientes de oncología y enfermos de sida) [112,113]. Asimismo, se trata de un virus 
que ocasiona reinfecciones frecuentes [114] y supone un importante problema 
sanitario tanto en los países desarrollados como en los que se encuentran en vías de 
desarrollo [115]. Tanto es así que se estima que hasta un cuarto de millón de muertes 
anuales se deben a infecciones por este virus [115,116], la mayoría en países en vías 
de desarrollo. Pese a todo esto, actualmente no existe ninguna vacuna ni tratamiento 




monoclonales, extremadamente costosos e inaccesibles en países en vías de 
desarrollo, sólo se administran en niños con alto riesgo de contraer la forma severa 
de la enfermedad provocada por HRSV [117]. Por ello, de acuerdo con las agencias 
sanitarias internacionales, el diseño de vacunas que generen inmunidad duradera 
frente al virus es una necesidad de primer orden a escala mundial. 
El primer intento de vacunación se llevó a cabo en los años 60 en niños a los 
que se inoculó una preparación del virus inactivado con formalina. 
Desgraciadamente, el ensayo fue un fracaso rotundo puesto que la inmunización con 
el virus no sólo no generó inmunidad protectora sino que los niños vacunados 
manifestaron paradójicamente un empeoramiento de la enfermedad al sufrir 
reinfecciones por HRSV, conduciendo incluso a la muerte de algunos de ellos [118]. 
Estos resultados catastróficos han dificultado durante décadas la investigación de 
nuevas formulaciones vacunales frente a HRSV. No obstante, en los últimos años la 
investigación de vacunas ha experimentado un cambio de paradigma, desde un 
desarrollo empírico por ensayo-error hacia un diseño más racional basado en las 
características biológicas y funcionales del patógeno y de la respuesta inmunológica 
frente a él [119]. Esto ha permitido que varios candidatos de vacuna frente a HRSV se 
encuentren actualmente en fase clínica ([120] y sitio web de PATH [121]). 
La inmunología de la infección por HRSV se ha estudiado durante décadas y, 
aunque sigue siendo un campo intenso de investigación, en la actualidad se han 
definido numerosos elementos del sistema inmunológico, tanto innato como 
adquirido, que intervienen en la respuesta frente a HRSV [122]. Este virus es capaz de 
inducir respuestas inmunológicas humorales y celulares tanto a nivel sistémico como 
de mucosas. Por un lado, la respuesta de anticuerpos es imprescindible ya que HRSV 
estimula la producción específica de IgA nasal e IgG sérica que correlacionan con la 
eliminación del virus. Sin embargo, los niveles de estos anticuerpos neutralizantes 
tienden a reducirse tras la infección, por lo que no se genera una inmunidad 
protectora y los individuos vuelven a sufrir reinfecciones [123,124]. Por otra parte, 
las respuestas mediadas por células T también parecen ser relevantes ya que los 
niños con alteraciones en dichas respuestas inmunológicas muestran títulos virales 
superiores y una mayor severidad de la enfermedad [125,126]. Además, al evaluar los 
subconjuntos de células T CD4+ y CD8+ en modelos múridos, se ha observado que 
tanto la respuesta citotóxica mediada por el MHC de clase I como la respuesta 
colaboradora mediada por el MHC de clase II son fundamentales en la eliminación de 
las infecciones por HRSV [127]. Por un lado, el fenotipo de las células T CD4+ 
determina en gran medida el éxito de la respuesta inmunológica frente al virus  
puesto que el desequilibrio por TH2 en detrimento de TH1 se ha relacionado con un 
empeoramiento de la enfermedad [128]. Por otra parte, las células T citotóxicas CD8+ 
también se han asociado a la inmunopatología de la enfermedad en ratones [127], 
aunque su grado de contribución en humanos aún está sujeto a debate [129]. En todo 
caso, debido a su capacidad de identificación y eliminación de células infectadas por 
virus, se considera que los CTLs son fundamentales para garantizar la eliminación 
total de HRSV [130].  
Diversos estudios han analizado la respuesta inmunológica celular mediada por 





No obstante, todos estos trabajos se realizaron utilizando únicamente péptidos 
sintéticos procedentes de algunas proteínas virales y no se analizó el conjunto del 
proteoma viral completo. Esta aproximación presenta dos limitaciones básicas. Por 
un lado, puesto que el estudio se reduce a una o pocas proteínas virales, se pierde la 
información sobre otras proteínas no estudiadas que podrían ser relevantes en la 
respuesta inmunológica frente al virus. Por otra parte, mediante este tipo de 
estudios resulta imposible establecer perfiles de inmunodominancia en la respuesta 
inmunológica global, ya que no se trabaja con el virus completo.  
En un trabajo posterior se logró identificar mediante espectrometría de masas 
sendos ligandos de HRSV asociados a las moléculas HLA-A*02:01 y -B*07:02, 
respectivamente, en células infectadas con este virus [136]. Sin embargo, las dos 
secuencias obtenidas constituían una muestra insuficiente para componer una 
perspectiva global de la respuesta inmunológica frente a HRSV mediada por las 
moléculas del MHC de clase I. Además, este trabajo dejaba abierta una cuestión muy 
relevante acerca de la presentación de antígenos procedentes de este virus, ya que 
no determinaba si un tipo de molécula HLA particular podía presentar varios ligandos 
de HRSV simultáneamente o bien, tal como sugería el estudio, cada tipo de molécula 
HLA presenta un único ligando de este virus. 
 
3.3 Virus de la hepatitis C 
 
El virus de la hepatitis C (HCV) es el representante arquetípico del género 
Hepacivirus. Forma parte de la familia Flaviviridae que pertenece al grupo IV según 
la clasificación de Baltimore, ya que su genoma consiste en RNA monocatenario de 
polaridad positiva [101].  
 
3.3.1 Estructura y ciclo biológico 
 
HCV es un virus envuelto constituido por el RNA viral empaquetado por la 
proteína de la cápsida (C), que se encuentra protegido por una bicapa lipídica en la 
que se insertan heterodímeros de las dos proteínas de la envuelta (E1 y E2). El 
genoma de 9,6 kilobases está formado por una sola hebra de RNA de polaridad 
positiva que consta de diez genes flanqueados por dos regiones UTR (regiones no 
traducidas, en inglés), 5’UTR y 3’UTR. Este genoma se traduce a partir de un IRES 
(sitio interno de entrada del ribosoma, en inglés) situado en 5’UTR y da lugar a una 
única poliproteína que posteriormente se procesa por diferentes proteasas celulares 
y virales para dar lugar a las diversas proteínas del virus. Los primeros genes en 
traducirse, los más próximos a 5’UTR, son los que codifican para las proteínas 
estructurales anteriormente comentadas. Los siete genes restantes codifican para 
proteínas no estructurales con diversas funciones en la biología del virus: una 
viroporina p7 (NS1), una cisteína proteasa transmembrana NS2, una serina 




de remodelación de la membrana NS4B, una fosfoproteína de diversas funciones NS5B 
y, finalmente, la RNA polimerasa dependiente de RNA NS5B [137] (Figura 9).  
 
 
Figura 9. Genoma y proteoma de HCV. El genoma de HCV, en la parte superior, contiene un único ORF 
flanqueado por regiones 5’-UTR y 3’-UTR. La traducción mediada por el IRES da lugar a una poliproteína, 
representada en la parte inferior, que contiene dos tipos de proteínas, las estructurales (mostradas en 
rojo) y las no estructurales (en azul). A lo largo del ciclo infeccioso del virus la poliproteína se procesa 
por distintas proteasas celulares y virales para dar lugar a las diez proteínas que conforman el proteoma 
viral.  
 
HCV infecta hepatocitos de forma casi exclusiva [138]. El virus accede a las 
células hospedadores mediante la interacción de la proteína E2 de la envuelta con 
diversas proteínas de la superficie celular. Posteriormente, el genoma viral se libera 
por un proceso dependiente de pH al citoplasma, donde tiene lugar la traducción a la 
poliproteína. A continuación, la peptidasa señal y peptidasa del péptido señal 
celulares escinden las proteínas estructurales de la poliproteína, tras lo cual las 
proteasas virales NS2-NS3 y NS3-NS4A procesan el resto de la poliproteína. 
Posteriormente, las proteínas virales NS4B y NS5A inducen cambios en la membrana 
del retículo para formar una serie de vesículas que o bien permanecen  ligadas al RE 
o bien se diseminan por el citosol formando una red membranosa que alberga los 
complejos de replicación viral [139]. En dicha red la RNA polimerasa NS5B lleva a 
cabo la replicación del genoma viral mediante la síntesis de RNA complementario de 
sentido negativo, que sirve como molde para el RNA genómico de polaridad positiva. 
Paralelamente, las proteínas de la cápsida y NS5A se asocian a gotas lipídicas (lipid 
droplets) que servirán como andamiaje en el proceso de ensamblaje del virión, el 
cual se completa cuando las proteínas de la cápsida y el RNA viral se organizan en la 
membrana citosólica del RE en un proceso mediado por p7, NS2 y NS3-NS4A [140]. 
Finalmente, la forma y composición del virión se modelan a medida que avanza por 







La vía de entrada de HCV es principalmente percutánea, aunque también se 
han descrito infecciones a través de las mucosas. Fundamentalmente se transmite 
mediante inyecciones con jeringas contaminadas tanto en la práctica médica 
convencional como en el consumo de sustancias ilegales. HCV también se puede 
transmitir de forma menos frecuente por vía sexual o desde la madre al hijo.  
Los estudios serológicos indican que HCV ha infectado a alrededor de un 2% de 
personas en el mundo [142,143]. La infección aguda con HCV es normalmente 
asintomática, si bien en una minoría de personas se presentan los síntomas típicos de 
hepatitis viral aguda [144]. En alrededor del 30% de los casos se produce una 
eliminación total del virus de manera espontánea a los seis meses. Cuando esto no 
sucede, los pacientes desarrollan una infección crónica cuyas manifestaciones y 
progresión son muy heterogéneas entre los distintos individuos: desde infecciones 
persistentes estables hasta la aparición sucesiva de cirrosis, fallo hepático y, en un 
número limitado de casos, carcinoma hepatocelular [145].  
Una de las características más destacables de HCV deriva de la alta tasa de 
error que posee la RNA polimerasa viral ya que no dispone de mecanismo de 
corrección de errores [146]. Esto provoca una alta tasa de mutación durante la 
replicación de modo que en un único paciente se encuentra circulando 
simultáneamente una mezcla heterogénea de variantes virales, relacionadas 
genéticamente con una o más secuencias fundadoras, que se denomina 
colectivamente cuasiespecie. Además, se pueden distinguir al menos seis genotipos 
distintos, distribuidos diferencialmente entre las diversas regiones geográficas, que 
se dividen a su vez en varios subtipos [147]. Esta extraordinaria variabilidad genética 
dificulta el diagnóstico, se relaciona con la resistencia a los tratamientos antivirales 
cuyo mecanismo consiste en interferir en la actividad de diferentes proteínas virales 
[148], y explica, junto a otros mecanismos de evasión de la respuesta inmunológica, 
la ausencia de una vacuna protectora frente a HCV [149]. 
 
3.3.3 Inmunología de la infección por HCV 
 
En la respuesta inmunológica frente a HCV entran en juego varios elementos 
de la respuesta inmunológica. La inmunidad innata desempeña un papel significativo 
en las primeras fases de la infección, controlando la replicación viral sobre todo a 
través de la señalización por interferones del tipo I y del tipo III [150]. Sin embargo, 
para la correcta eliminación del virus es imprescindible la activación de elementos 
del sistema inmunológico adaptativo [151,152]. La colaboración de la respuesta 
humoral es importante pero no imprescindible, tal y como demuestra la eliminación 
del virus en pacientes con hipogammaglobulinemia [153]. No obstante, la actividad 
de las células T es crucial en el curso de la enfermedad y en gran medida determina 
la cronificación y persistencia de la infección. En su función de vigilancia, las células 




también se infiltran extensamente en el hígado, contribuyendo colateralmente a la 
inmunopatogénesis de la enfermedad al dañar el tejido hepático y promover la 
inflamación [154]. Las células T CD4+ y CD8+ colaboran en el control inicial de la 
viremia aguda tanto en chimpancés como en humanos, y la memoria protectora de 
estos tipos celulares es fundamental para la protección frente a la reinfección [155-
157]. Se ha observado que las células T parecen mantenerse durante más tiempo en 
pacientes que resuelven la infección espontáneamente [158]. La importancia de las 
células T en la respuesta frente a HCV queda patente por la asociación entre 
eliminación viral espontánea y la expresión de diferentes alelos HLA de clase I (HLA-
A*03, HLA-B*27, HLA-B*57) y de clase II (HLA-DRB1*01:01) [159-161]. El papel 
protector de estas moléculas del MHC probablemente se debe a que son capaces de 
presentar epítopos particularmente inmunogénicos y/o conservados funcionalmente 
entre los diferentes genotipos y subtipos, tal y como ilustran los casos particulares de 
protección de los grupos alélicos HLA-B*57 y HLA-B*27 [162,163].  
No obstante, debido a la notable capacidad antiviral de las células T, HCV ha 
desarrollado varias estrategias de evasión inmunológica frente a estas células [164]. 
Una de ellas se basa en la presencia constante de altos niveles de antígenos que 
producen una activación crónica de los linfocitos T. Esto provoca el denominado 
agotamiento de las células T, en el que los linfocitos van perdiendo secuencialmente 
funcionalidad como consecuencia de la expresión de niveles paulatinamente menores 
de IL-2, TNFα y, en las fases más extremas, IFNγ [165]. Otra estrategia de evasión de 
la respuesta por células T está relacionada con la alta tasa de replicación de HCV y la 
ausencia de corrección de errores de la polimerasa viral. Dichas características 
facilitan la aparición de mutaciones de escape, es decir, variantes virales que evitan 
el reconocimiento inmunológico por cambios discretos en la secuencia genética. 
Aunque estas mutaciones tienen costes potenciales en la replicación y efectividad 
viral (viral fitness), pueden ser favorables si afectan a los distintos epítopos de las 
células T en residuos involucrados con el procesamiento antigénico, la unión a las 
moléculas HLA o el reconocimiento por el TCR [166]. Dado que el papel de las células 
T CD4+ en la respuesta antiviral es más indirecto, las mutaciones de escape viral son 
más comunes en los epítopos reconocidos por células T CD8+ [167].  
En el estudio de la respuesta frente a HCV de células T CD8+ restringidas por 
HLA-B*27 se han identificado varios epítopos procedentes de proteínas no 
estructurales, de los cuales tres procedían de la RNA polimerasa viral NS5B [168]. Dos 
de estos epítopos, NS5B 424-432 y NS5B 519-527, eran la diana de la respuesta 
inmunológica mediada por células T CD8+ en prácticamente todos los pacientes HLA-
B*27+ con infección aguda o resuelta por HCV del genotipo 1 [168,169]. Un tercer 
epítopo, NS5B 403-411, generaba una potente respuesta específica mediada por IFNγ en 

















































El objetivo general de la presente tesis doctoral consiste en el estudio de la 
presentación antigénica y respuesta inmunológica de ligandos procedentes de dos 
virus, HCV y HRSV, y una bacteria, Chlamydia trachomatis, presentados por diversas 
moléculas HLA de clase I. Los objetivos concretos se pueden detallar del siguiente 
modo: 
 
1. Evaluar la capacidad de unión de diferentes ligandos procedentes de la 
proteína NS5B de HCV a varios subtipos de HLA-B*27 para establecer 
relaciones con las diferentes respuestas de células T observadas en 
pacientes. 
 
2. Estudiar la afinidad de unión de diferentes ligandos de HRSV a distintos 
subtipos de HLA-B*27 con el propósito de hallar características comunes 
para la unión a todos los subtipos de esta familia. 
 
3. Analizar la presentación y reconocimiento por células T CD8+ de epítopos 
de HLA de clase I procedentes de HRSV con el fin de determinar reglas 
generales sobre cómo se desarrolla la respuesta inmunológica frente a 
este virus. 
 
4. Determinar la respuesta inmunológica frente a dos ligandos de C. 
trachomatis restringidos por HLA-B*27:05 y su posible reactividad cruzada 
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1 CULTIVOS CELULARES 
 
1.1 Líneas celulares. 
 
RMA-S es una línea celular deficiente en TAP que expresan el haplotipo 
múrido H-2b [170]. En trabajos previos se han descrito líneas celulares RMA-S 
transfectadas que expresan las moléculas HLA-B*27:01 [171], -B*27:02 [171], -B*27:03 
[172], -B*27:04 [173], -B*27:05 [174] o -B*27:06 [173]. También se ha descrito con 
anterioridad la línea transfectante que expresa HLA-A*02:01 [175]. 
T2 es una línea celular linfoide humana que carece completamente de la 
región genética del MHC de clase II, lo cual incluye los genes TAP. Como 
consecuencia esta línea expresa niveles muy reducidos de las moléculas HLA-A*02, -
B*51 y -Cw1 en la superficie celular [176]. Las líneas celulares transfectadas que 
expresan las moléculas HLA–B*27:09 [177] o HLA-B*07:02 [178] se han descrito con 
anterioridad.  
La línea celular adherente HEp-2 se consideró en un principio como derivada 
de un carcinoma de laringe. Sin embargo, estudios posteriores hallaron que se trata 
del producto de la contaminación cruzada entre las células originales y células de la 
línea HeLa [179]. 
 
1.2 Cultivos celulares 
 
Las líneas celulares en suspensión se cultivaron en medio RPMI 1640 
suplementado.  
Las células adherentes HEp-2 se cultivaron en medio DMEM suplementado. 
Para los diferentes pases de cultivo se utilizó tripsina-EDTA para separarlas, seguido 
de un lavado con PBS.  
Las líneas celulares se mantuvieron en incubadores a 37ºC en una atmósfera al 
5% de CO2 y 95% de humedad relativa. Se realizaron controles periódicos de infección 
por micoplasmas mediante reacción en cadena de la polimerasa (PCR).  
Las células se mantuvieron a largo plazo por criopreservación en tanques de 
nitrógeno líquido. 
 
1.3 Cultivo de HRSV 
 
El virus HRSV de la cepa Long se obtuvo a partir del sobrenadante de células 
HEp-2 infectadas, tal y como se ha descrito previamente [180]. El título viral se 




adquirió a partir de las unidades formadoras de placas (p.f.u.s) obtenidas en ensayos 
de titulación por placas de lisis en células HEp-2. 
 




Los anticuerpos monoclonales PA2.1 (específico de la molécula HLA-A*02 
[181]) y ME1 (específico para las moléculas HLA-B*27, -B*07 y -Bw22 [182]) se 
utilizaron para los marcajes de moléculas HLA en superficie. Dichos anticuerpos se 
obtuvieron a partir del sobrenadante generado mediante el cultivo de las 
correspondientes líneas celulares de hibridomas. 
Además, se utilizaron diversos anticuerpos comerciales. En algunos 
experimentos se utilizó el anticuerpo isotípico de ratón IgG1 de eBioscience (San 
Diego, California, Estados Unidos) como control. El anticuerpo de cabra anti-IgG de 
ratón conjugado con isotiocianato de fluoresceína (FITC), obtenido de AbD Serotec 
(Kidlington, Reino Unido), se utilizó como anticuerpo secundario en los ensayos de 
estabilidad de complejos péptido/MHC. El anticuerpo de rata anti-CD8α de ratón 
(clon KT15) conjugado con FITC se adquirió de Proimmune (Oxford, Reino Unido) y se 
utilizó para los marcajes en células de bazo de los ratones. Para los ensayos ELISPOT 
se utilizaron dos tipos de anticuerpo de rata anti-IFNγ de ratón, uno de captura (clon 
R4-6A2) y otro biotinilado (clon XMG1.2), ambos adquiridos de BD Pharmigen (San 
Diego, California, Estados Unidos). 
 
2.2 Péptidos sintéticos. 
 
Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador de péptidos (modelo 433; 
Applied Biosystems, Foster City, California, Estados Unidos) y se purificaron 
posteriormente mediante cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) de fase 
reversa. La masa molecular de los péptidos se determinó mediante espectrometría 
de masas  MALDI-TOF mientras que la composición química de los mismos se 
estableció mediante microcromatografía acoplada a espectrometría de masas en 
tándem (µLC-MS/MS). 
Los diferentes péptidos se nombran representados por el gen que codifica 
para la proteína de la cual proceden, acompañado de las posiciones de los residuos 
que ocupan dentro de dicha proteína. 
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2.3 Soluciones y medios. 
 
Las siguientes soluciones y medios fueron utilizados en los diferentes 
experimentos: 
PBS  Solución salina tamponada con fosfato: NaCl 137 mM, KH2PO4 1,5 mM, 
Na2HPO4 8 mM, KCl 2,7 mM. 
PBS-T  PBS con el surfactante Tween 20 al 0,05% v/v. 
Solución de Gey  Solución salina equilibrada de Gey: Na2HPO4 0,5M, KH2PO4 
0,5M, CaCl2 0,1M, MgCl2 0,1M, KCl 0,1M, NH4Cl 0,5M. Se utilizó en las suspensiones de 
bazo de ratones para la lisis específica de eritrocitos. 
Tripsina-EDTA  Tripsina (Lonza) al 0,25% y ácido etilendiaminotetraacético 
(EDTA, Sigma-Aldrich) al 0,02% p/v en PBS. Se utilizó para subcultivar las células 
adherentes. 
Medio de congelación  Compuesto por FBS inactivado suplementado con un 
5% v/v de dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich). Se utilizó para la congelación y 
criopreservación de las líneas celulares. 
Solución PFA  Disolución de paraformaldehído (PFA; Merck Millipore, 
Billerica, Massachusetts, Estados Unidos) al 0,5% v/v en PBS. Se utilizó para fijar las 
células antes de su análisis por citometría de flujo. 
RPMI 1640  Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (Lonza, 
Basilea, Suiza). Para el cultivo de las líneas celulares se utilizó suplementado con un 
10% v/v de FBS inactivado por calor, 50 unidades/mL de los antibióticos penicilina y 
estreptomicina (Lonza) y 50µM de β-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, 
Estados Unidos). En los ensayos funcionales este medio se utilizó al 5% v/v de FBS. 
DMEM  Medio Eagle modificado de Dulbecco (Lonza) suplementado con 4mM 
de glutamina (Lonza) y FBS al 10% v/v. 
FBS  Suero bovino fetal (PAN Biotech, Aidenbach, Alemania). 
 
3 ENSAYOS DE ESTABILIDAD DE COMPLEJOS PÉPTIDO-MHC. 
 
3.1 Ensayos de estabilidad de complejos péptido-HLA en líneas deficientes en 
TAP. 
 
Las líneas transfectantes deficientes en TAP RMA-S y T2 poseen una muy baja 
expresión en superficie de las moléculas del MHC de clase I debido al defecto en el 
transporte de péptidos al retículo endoplasmático. Sin embargo, la expresión de las 
moléculas del MHC de clase I se puede rescatar mediante el cultivo a temperaturas 




menores que la fisiológica de 37ºC, en las cuales las moléculas del MHC emergen en 
la membrana plasmática vacías [6] o con péptidos de muy baja afinidad [40]. Al 
añadir experimentalmente péptidos sintéticos externos, las moléculas del MHC de 
clase I quedarán cargadas y estabilizadas en función de la afinidad de dichos péptidos 
por las moléculas presentadoras y la concentración de los mismos. Al recuperar la 
temperatura de 37ºC, aquellos complejos péptido-MHC que no sean estables son 
introducidos de nuevo en el interior celular, mientras que aquellos con la suficiente 
estabilidad permanecen en la superficie celular de modo que pueden ser reconocidos 
por anticuerpos específicos en marcajes de superficie. 
Las líneas deficientes en TAP se incubaron a 26ºC durante 16 horas para 
promover la expresión de las moléculas HLA de clase I en la membrana celular. Las 
células se lavaron con medio RPMI y se incubaron durante 2 horas a 26ºC en medio 
RPMI sin FBS con distintas concentraciones de péptidos sintéticos para permitir la 
unión de los péptidos a las moléculas HLA de clase I. Posteriormente, las células se 
incubaron durante 2 horas adicionales a 37ºC para facilitar la internalización de las 
moléculas del MHC inestables que no se hubieran unido apropiadamente a los 
péptidos. A continuación, las células se lavaron con medio RPMI y se incubaron 
durante 30 minutos con 100µL de los correspondientes sobrenadantes de cultivo de 
hibridoma (PA2.1 para HLA-A*02 o ME1 para HLA-B*27 y –B*07), seguido de un lavado 
con PBS y una posterior incubación de 30 minutos con el anticuerpo secundario 
conjugado con el fluorocromo FITC (tal y como se describe en [183]), lo que permitió 
su posterior análisis por citometría de flujo. Los datos se obtuvieron utilizando un 
citómetro de flujo FACSCanto (BD Biosciences, San José, California, Estados Unidos) y 
se analizaron mediante el programa especializado FACSDiva versión 6 (BD 
Biosciences). 
Las células incubadas sin péptido exhibieron valores medios de intensidad del 
pico de fluorescencia similares al marcaje de fondo observado con anticuerpo 
secundario solo. Los resultados para cada péptido se obtuvieron en valores de 
concentración situados entre 0,01 y 200µM. Los índices de fluorescencia se calcularon 
como el cociente entre el valor medio del pico de fluorescencia obtenido para cada 
muestra y el adquirido en el control de incubación sin péptido. La afinidad de unión 
de los péptidos se expresó como la concentración efectiva media (EC50), que es la 
concentración molar de péptido a la cual se obtiene un 50% del valor máximo del 
índice de fluorescencia obtenido en el péptido positivo. Por tanto, cuanto menor es 
este valor, mayor es la afinidad de unión de un péptido por la molécula HLA de clase 




El péptido CMV pp65 294-302 (VAFTSHEHF, restringido por HLA-C*01:02) [184] de 
citomegalovirus se utilizó como control negativo para los ensayos de estabilidad de 
los complejos péptido-HLA de clase I.  
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En algunos ensayos con los diferentes subtipos de HLA-B*27 se utilizó el 
péptido Flu NP 383-391 (SRYWAIRTR, restringido por HLA-B*27) [185] del virus de la gripe 
como control positivo. En el caso de los subtipos en los que este péptido no se unía 
eficientemente se utilizó como control positivo el péptido sintético que mostraba 
mayor valor de unión a 200µM. 
El péptido de unión a HLA-B*27:05 HIV gag p24, también conocido como KK10, 
procedente de la proteína gag p24 del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV por 
sus siglas en inglés) [186] se utilizó como control adicional en los ensayos con 
péptidos sintéticos de HCV. 
En los ensayos realizados con HLA-A*02:01 se utilizó el péptido VACV A10L 688-
696 (ILDRIITNA, restringido por HLA-A*02) [187] de vaccinia como control positivo. 
En los ensayos realizados con HLA-B*07:02 se utilizó el péptido VACV A34R 82-90 
(LPRPDTRHL, restringido por HLA-B*07) [188] de vaccinia como control positivo. 
 




Se utilizaron varias cepas de ratones transgénicos para diferentes moléculas 
HLA de clase I: 
• HLA-A*02:01 [189] 
• HLA-B*07:02 [178] 
• HLA-B*27:05 [190] 
También se utilizaron ratones C57BL/6 silvestres como control en los ensayos 
de inmunización con péptidos bacterianos de C. trachomatis. 
 
4.2 Infecciones e inmunizaciones. 
 
Todos los procedimientos de infección e inmunización se llevaron a cabo bajo 
anestesia por isofluorano para minimizar el sufrimiento de los animales. 
En el caso de HRSV, los ratones se infectaron mediante inoculación intranasal 
de 1 x 106 unidades formadoras de placa (p.f.u.s) de la cepa Long del virus. 
La inmunización de los ratones transgénicos para HLA-B*27:05 con emulsiones 
de péptidos sintéticos se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito con 
anterioridad [191]. Los ratones se inocularon por vía subcutánea en la base de la cola 
con una emulsión en adyuvante incompleto de Freund (IFA; Sigma-Aldrich) de 100µg 
de los péptidos de la primasa de DNA de C. trachomatis (DNAP 211-221 o DNAP 211-223) 




junto a 140µg del epítopo adyuvante de la proteína del núcleo del virus de la 
hepatitis B (HBVc 128-140; TPPAYRPPNAPIL). 
 
4.3 Preparación de suspensión de esplenocitos 
 
Los ratones se sacrificaron a los siete días post-infección/inmunización 
mediante asfixia por CO2. A cada ratón se le extrajo el bazo, el cual se disgregó sobre 
un cedazo para células de 40µm (BD Biosciences) para eliminar los restos tisulares. 
Los esplenocitos (células del bazo) fueron incubados durante 10 minutos a 4ºC con 
solución de Gey con el objetivo de eliminar los glóbulos rojos de la muestra. 
Posteriormente, las células se lavaron y se resuspendieron en medio RPMI 1640, tras 






Los ensayos ELISPOT (acrónimo en inglés para “Ensayo de puntos por 
inmunoadsorción ligado a enzimas”) ex vivo para detectar la activación específica de 
antígeno por IFNγ de células T CD8+ se llevaron a cabo como se ha descrito 
previamente en la literatura [192].  
En primer lugar, las placas MultiScreenHTS HA de 96 pocillos (Merck Millipore) 
se cubrieron con una disolución (7µg/mL) de anticuerpo de captura anti-IFNγ de 
ratón (clon R4-6A2) en PBS y se incubaron durante toda la noche a temperatura 
ambiente. Al día siguiente, las placas se lavaron tres veces con medio RPMI 1640 y se 
bloquearon para prevenir adsorciones inespecíficas incubando cada pocillo con medio 
RPMI 1640 suplementado con un 10% v/v de FBS durante 2 horas a 37ºC. 
Posteriormente, se prepararon cultivos con las suspensiones de células del 
bazo libres de eritrocitos de ratones infectados/inmunizados siete días antes 
(respuesta aguda). Se incubaron alrededor de 5 x 106 esplenocitos por pocillo durante 
toda la noche a 37ºC y 5% de CO2 con los correspondientes péptidos sintéticos a una 
concentración final de 2,5 µM en un volumen final de 200µL de medio RPMI 1640. 
Al día siguiente, las placas se lavaron cuatro veces con PBS-T y se incubaron 
durante 2 horas a temperatura ambiente con una disolución en PBS de 2µg/mL del 
anticuerpo anti-IFNγ de ratón biotinilado (clon  XMG1.2). Transcurrido este tiempo, 
las placas se lavaron de nuevo con PBS-T cuatro veces y se incubaron durante 1 hora 
a temperatura ambiente con una disolución en PBS de 0,6µg/mL de avidina 
conjugada con fosfatasa alcalina (ExtrAvidin® de Sigma-Aldrich). A continuación, las 
placas se lavaron cuatro veces con PBS y se incubaron con 50µL por pocillo de 
sustrato líquido BCIP/NBT® (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato conjugado con nitroazul 
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de tetrazolio, de Sigma-Aldrich) durante 10-30 minutos, hasta que se observó la 
aparición de puntos en los pocillos. Finalmente, las placas se lavaron varias veces con 
agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. 
Para cuantificar las respuestas mediadas por IFNγ, se llevó a cabo un contaje 
de los puntos en los diferentes pocillos. Para ello, cada pocillo se fotografió utilizado 
un microscopio estéreo EZ24 HD  y el programa LAS EZ (ambos de Leica Microsystems, 
Wetzlar, Alemania). El recuento de puntos se realizó sobre cada fotografía. 
 
5.2 Marcaje de CD8. 
 
Con el propósito de hallar el porcentaje de células CD8+ en cada bazo, se 
llevaron a cabo marcajes específicos de los esplenocitos libres de eritrocitos. Las 
células se incubaron con el anticuerpo anti-CD8α de ratón (clon KT15) conjugado con 
FITC (dilución 0,5 µg/mL) durante 30 minutos, transcurridos los cuales los 
esplenocitos se lavaron con PBS y se fijaron en solución PFA. Los eventos se 
adquirieron utilizando un citómetro de flujo FACSCanto (BD Biosciences) y se 
analizaron mediante el programa FACSDiva versión 6 (BD Biosciences). 
 
6 ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
 
Las secuencias de los dominios α1 y α2 de las cadenas pesadas de los 
diferentes alelos de HLA-B*27 se obtuvieron de Immuno Polymorphism Database 
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/). Las secuencias que representaban alelos nulos fueron 
eliminadas del análisis. 
El alineamiento múltiple de secuencias se realizó utilizando el algoritmo 
ClustalW, mientras que el análisis filogenético se realizó mediante el programa MEGA 
7.0.21 [193], utilizando el método de unión de vecinos con corrección de Poisson para 
realizar el árbol filogenético. 
 
 
7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
7.1 Prueba t de Student. 
 
Para analizar la significancia estadística entre los resultados de índices de 
fluorescencia de los diferentes péptidos a 200µM se llevaron a cabo pruebas t de 
Student con datos desapareados. También se utilizó este test para analizar las 
diferencias en los resultados de los ensayos ELISPOT. Se consideraron 




significativamente diferentes aquellos conjuntos de datos que mostraban valores p < 
0,05. 
 
7.2 Prueba Χ2. 
 
Las diferencias estadísticas entre las distribuciones de los ligandos de HLA de 
clase I a lo largo del genoma de HRSV se analizaron llevando a cabo pruebas de Χ2 
(chi cuadrado). Se consideraron significativos los valores p < 0,05. 
 
7.3 Ajuste por regresión lineal. 
   
La relación entre diferentes parámetros de la respuesta frente a HRSV se 
analizó mediante modelos de regresión lineal por el método de mínimos cuadrados y 





















































1 LA INMUNODOMINANCIA DE EPÍTOPOS PROCEDENTES DE LA 
PROTEÍNA NS5B DE HCV DEPENDE DEL POLIMORFISMO DE 
HLA-B*27 
 
1.1 Las características de unión del epítopo NS5B 403-411 a los subtipos HLA-
B*27:02 y –B*27:05 sugieren una explicación al reconocimiento diferencial 
de este epítopo en distintos pacientes.  
 
El análisis detallado previo de la respuesta inmunológica celular frente a HCV 
reveló que los dos epítopos frente a los que reaccionaban las células T de la mayoría 
de los pacientes eran presentados por la molécula HLA-B*27:05. Por el contrario, el 
epítopo NS5B 403-411 se identificó únicamente en un paciente HLA-B*27:02
+. Esta 
ausencia de reconocimiento no podía atribuirse a diferencias en la secuencia del 
epítopo, ya que ésta se encontraba conservada entre los diferentes genotipos y 
subtipos virales, y coincidía tanto en el paciente HLA-B*27:02+ como en los B*27:05+ 
(Tabla 1). Por ello, una hipótesis para explicar la respuesta diferencial frente a los 
epítopos de la proteína NS5B entre las diversas cohortes de pacientes podría radicar 
en la diferente capacidad de unión de los diferentes epítopos a los diversos subtipos 
de HLA-B*27. Para analizar esta hipótesis, se realizaron experimentos de 
estabilización de complejos péptido-HLA en células deficientes en TAP transfectadas 
con los distintos subtipos de HLA-B*27 implicados.  
 
Tabla 1. Resumen de los ligandos de HCV utilizados en los ensayos de estabilización con los subtipos 
de HLA-B*27. 
Péptido Proteína Posición Secuencia ª 
NS5B 403-411 Polimerasa de RNA de HCV 403-411 ARHTPVNSW 
NS5B 424-432 Polimerasa de RNA de HCV 424-432 ARMILMTHF 
NS5B 519-527 Polimerasa de RNA de HCV 519-527 GRAAICGKY 
    
CMV pp65 b pp65 de citomegalovirus  294-302 VAFTSHEHF 
Flu NP b Nucleoproteína del virus de la gripe 383-391 SRYWAIRTR 
HIV gag p24 b Gag p24 de HIV 263-272 KRWIILGLNK 
a Todas las secuencias de los péptidos de HCV proceden del subtipo 1a.  
b Los péptidos CMV pp65 de citomegalovirus, Flu NP del virus de la gripe y HIV gag p24 de HIV se 
utilizaron como controles en los ensayos de estabilización de complejos péptido-HLA. 
 
Los ensayos determinaron que los tres epítopos de HCV (NS5B 403-411, NS5B 424-
432 y NS5B 519-527), así como el péptido control positivo HIV gag p24, se comportaban 
como ligandos de alta afinidad para HLA-B*27:02, con valores de EC50 en el entorno 






Figura 10. Estabilización de HLA-B*27:02 con ligandos sintéticos de HCV. La estabilidad de los 
complejos péptido-HLA en la superficie de células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:02 se obtuvo 
mediante el análisis por citometría de flujo de las células. Panel A: los péptidos indicados, detallados 
en la Tabla 1, se utilizaron a 200µM. Los péptidos CMV pp65, Flu NP y HIV gag p24 se utilizaron como 
controles positivos o negativo. Los resultados, calculados como índices de fluorescencia, se representan 
como las medias ± D.E. de tres experimentos independientes. Los valores p significativos (p < 0,001) 
frente al control negativo CMV pp65 se representan con tres asteriscos blancos. Panel B: Se muestran 
las curvas de titulación de los diferentes péptidos sintéticos con HLA-B*27:02. Los resultados 
representan los valores de la media obtenidos a partir de tres experimentos independientes. En la parte 
superior izquierda se representan los valores de la EC50, expresados como media ± D.E. en µM, para cada 
péptido. 
 
Cuando se realizaron experimentos equivalentes para analizar la capacidad de 
unión de los péptidos virales al subtipo HLA-B*27:05 se observó que mientras que los 
valores de EC50 indicaban que los péptidos NS5B 424-432 y NS5B 519-527 eran ligandos de 
alta afinidad, el péptido NS5B 403-411 se unía a HLA-B*27:05 con una EC50 inferior de la 












Figura 11. Estabilización de HLA-B*27:05 con ligandos sintéticos de HCV. Se realizaron medidas 
mediante citometría de flujo de la estabilidad de los complejos HLA-B*27:05 en la superficie celular de 
las células RMA-S transfectadas. Los resultados se representan tal y como se describe en la Figura 10 y 
muestran los valores de las medias obtenidos de tres experimentos independientes. 
 




B*27:02 B*27:05 B*27:04 B*27:06 
NS5B 403-411 ARHTPVNSW  
13 ± 4 26 ± 1 19 ± 6 4 ± 1 
NS5B 424-432 ARMILMTHF  
7 ± 2 18 ± 8 53 ± 15 2 ± 1 
NS5B 519-527 GRAAICGKY  
11 ± 3 5 ± 1 15 ± 2 40 ± 3 
       
HIV gag p24 KRWIILGLNK  10 ± 2 ª 6 ± 3 32 ± 6 28 ± 5 
Flu NP SRYWAIRTR 
 
> 200 6 ± 2 21 ± 1 26 ± 1 
a Los datos se muestran como la EC50 (µM) ± D.E. y son la media de tres o cuatro experimentos 
diferentes. Los valores que indican péptidos de alta afinidad (EC50 ≤ 20 µM) se encuentran resaltados en 
negrita. 
 
 Por tanto, el superior valor de afinidad del péptido NS5B 403-411 en B*27:02 
respecto de B*27:05 sugieren una posible explicación al hecho de que el mencionado 
epítopo únicamente genera respuesta específica en el paciente portador de la 












1.2 La infección crónica por HCV en individuos HLA-B*27:02+ deriva en una 
mutación en el residuo en P2 de NS5B 403-411 que impide la unión eficiente 
a la molécula HLA. 
 
El posterior análisis de secuencias virales obtenidas en otros trece pacientes 
HLA-B*27:02+ con infección crónica por HCV del genotipo 1 determinó que en el 92% 
de los casos el epítopo NS5B 403-411 mostraba una sustitución conservativa del residuo 
de Arg en P2 por Lys (Figura 12A). En marcado contraste, este cambio sólo se observó 
en un único individuo de cincuenta y nueve pacientes B*27:05+ con infección crónica 
por HCV. Por todo ello, dicho cambio podría suponer una mutación de escape viral 
resultado de la presión selectiva que ejerce el reconocimiento específico de las 
células T CD8+ únicamente en los pacientes B*27:02+. 
Para evaluar esta hipótesis, se llevaron a cabo nuevos experimentos de 
estabilización de complejos péptido-HLA-B*27:02 utilizando tanto el epítopo silvestre 
NS5B 403-411 como la versión mutada K2-NS5B 403-411. Los datos obtenidos indicaron que 
la sustitución de Arg por Lys en el motivo de anclaje principal del epítopo afecta 
gravemente a la capacidad de unión del péptido mutado a la molécula HLA-B*27:02 
(Figura 12).   
 
Figura 12. Estabilización de HLA-B*27:02 con el péptido NS5B 403-411 silvestre y su homólogo mutado 
en P2. Panel A: Secuencias del epítopo silvestre de HCV NS5B 403-411 y la versión mutada K2-NS5B 403-411. 
El cambio de residuo entre las dos secuencias se representa en negrita y subrayado. Panel B: Se 
representan los datos para cinco experimentos independientes según las convenciones de la Figura 10A. 
Además, los valores estadísticamente diferentes entre el epítopo silvestre y el mutado se representan 
con asteriscos negros (**, p < 0,01; ***, p < 0,001). Panel C: Se representan los datos para cuatro 
















En resumen, estos datos indicarían que el cambio en P2 en el epítopo NS5B 403-
411 detectado en los pacientes B*27:02
+ sería una probable mutación de escape de 
HCV que evitaría el reconocimiento por parte de los CTLs, lo que explicaría en parte 
la cronificación de la infección viral en los pacientes. 
 
1.3 Los perfiles de unión de los diferentes epítopos de la proteína viral NS5B a 
los subtipos HLA-B*27:04 y –B*27:06 sugieren probables diferencias en la 
inmunodominancia de la respuesta inmunológica antiviral. 
 
 Los alelos B*27:04 y B*27:06 se encuentran ampliamente distribuidos en la 
población del sureste asiático y del archipiélago indonesio, respectivamente, donde 
son los subtipos más frecuentes de la familia HLA-B*27 (Figura 4). El polimorfismo en 
estos subtipos respecto a B*27:05 afecta a residuos que, por encontrarse en el sitio 
de unión al antígeno (Figura 3), podrían alterar la capacidad de unión de los tres 
epítopos de HCV. Por ello, se realizaron nuevos ensayos de estabilización de 
complejos de los péptidos virales con las moléculas HLA-B*27:04 y -B*27:06. 
 En el caso de HLA-B*27:04, los tres ligandos de HCV estabilizaban las 
moléculas HLA en la superficie de las células deficientes en TAP, si bien solamente 
los péptidos NS5B 403-411 y NS5B 519-526 se mostraron como ligandos de alta afinidad 
mientras que con el epítopo inmunodominante en HLA-B*27:05 NS5B 424-432 se 
obtuvieron valores de EC50 superiores a 50µM (Figura 13 y Tabla 2). Esta afinidad 
intermedia sugiere que este epítopo podría ceder relevancia como diana para los 
linfocitos T CD8+ en poblaciones HLA-B*27:04+. 
Los datos obtenidos en los ensayos realizados con los péptidos virales en 
células deficientes en TAP transfectadas con HLA-B*27:06 revelaron que, mientras 
que NS5B 519-526 mostraba una afinidad intermedia por las moléculas HLA de clase I, 
NS5B 403-411 y NS5B 424-432 eran ligandos de alta afinidad para HLA-B*27:06 (Figura 14 y 
Tabla 2). Debido a su superior capacidad de unión a la molécula HLA de clase I, 
probablemente estos dos epítopos podrían ser los que cobren mayor importancia en 
la respuesta de células T CD8+ en pacientes orientales HLA-B*27:06+. 
 Como conclusión, los datos obtenidos en los subtipos B*27:04 y B*27:06 
sugieren que la inmunodominancia de los epítopos descritos en la proteína NS5B de 
HCV podría verse alterada por las diferencias en la capacidad de unión de los 
péptidos a las moléculas presentadoras de clase I. De hecho, los resultados indican 
que el péptido NS5B 403-411, asociado en un principio a HLA-B*27:02, podría ser 
también importante en la respuesta restringida por los subtipos B*27:04 y B*27:06, ya 





Figura 13. Estabilización de HLA-B*27:04 con ligandos sintéticos de HCV. Se realizaron medidas 
mediante citometría de flujo de la estabilidad de los complejos HLA-B*27:04 en la superficie celular de 
las células RMA-S transfectadas. Los resultados se representan tal y como se describe en la Figura 10 y 
muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
 
Figura 14. Estabilización de HLA-B*27:06 con ligandos sintéticos de HCV. Se realizaron medidas 
mediante citometría de flujo de la estabilidad de los complejos HLA-B*27:06 en la superficie celular de 
las células RMA-S transfectadas. Los resultados se representan tal y como se describe en la Figura 10, y 















2 UN MOTIVO DE ANCLAJE MÍNIMO COMÚN PARA LOS LIGANDOS DE 
LAS MOLÉCULAS DE LA FAMILIA HLA-B*27 
 
2.1 El análisis filogenético del grupo alélico HLA-B*27 permite la selección de 
diversos subtipos funcionalmente diferentes. 
 
Tal y como se ha descrito en la sección anterior, el polimorfismo de las 
moléculas HLA-B*27 puede influir de manera importante en las características de 
unión a los ligandos peptídicos específicos. Así, uno de los objetivos de la presente 
tesis doctoral consistió en buscar una estructura mínima en los péptidos que 
garantice su presentación por prácticamente todos los subtipos de la familia HLA-
B*27. 
 En primer lugar, se realizó un estudio filogenético para determinar las 
relaciones funcionales entre los diferentes alelos de HLA-B*27. Para ello, se 
utilizaron las 156 secuencias de los subtipos de HLA-B*27 disponibles hasta la fecha, 
excluyendo los alelos nulos HLA-B*27:59, -B*27:64, -B*27:65, -B*27:66 y -B*27:94, y el 
subtipo HLA-B*27:22 (que tras una nueva secuenciación se determinó como idéntico 
al subtipo HLA-B*27:06). Únicamente se seleccionaron las secuencias de aminoácidos 
comprendidas entre los residuos 1 y 182, correspondientes a los dominios α1 y α2 de 
la cadena pesada, debido a dos motivos: uno es que ésta es la región donde se 
concentra el polimorfismo en las moléculas del MHC de clase I [11], pero la razón 
fundamental es que estos dominios conforman el sitio de unión al antígeno (Figura 
3A). Es por ello que los cambios de secuencia en estos dominios son los que 
determinan la especificidad de los ligandos. 
Se realizó el alineamiento de las 150 secuencias seleccionadas y se obtuvo un 
árbol filogenético utilizando el método de unión de vecinos con modelo de Poisson. 
El resultado se muestra en la Figura 15, en la cual se observa que los seis subtipos de 
HLA-B*27 “clásicos” descritos previamente en la bibliografía (desde B*27:01 hasta 
B*27:06) se encuentran distribuidos por todo el árbol filogenético, por lo que fueron 
seleccionados como representativos para llevar a cabo los ensayos de estabilización 
de complejos de péptidos con moléculas HLA. Además, para este estudio también se 
incluyó el subtipo HLA-B*27:09 debido a que se trata de uno de los alelos más 
comunes en la población HLA-B*27+ y que es el único, junto a B*27:06, que se 






Figura 15. Árbol filogenético de los diferentes subtipos de HLA-B*27. El árbol se realizó a partir de 
las secuencias de aminoácidos de los dominios α1 y α2 de la cadena pesada utilizando el método de 
unión de vecinos con modelo de Poisson. Los subtipos utilizados en posteriores estudios se señalan con 
una flecha roja. 
 
Por otra parte, los alelos seleccionados son también los más comunes para las 
diferentes poblaciones mundiales HLA-B*27+ (Figura 4). Por tanto, la información 
extraída de estos subtipos puede ser aplicable para definir reglas en el diseño 
racional de inmunógenos que generen respuestas eficaces en una gran mayoría de 
individuos HLA-B*27+.  
 
2.2 Los ligandos específicos de HRSV se unen a la molécula B*27:05 con un 
amplio rango de afinidades. 
 
Para realizar el análisis de la unión a los diferentes subtipos de HLA-B*27 se 
utilizó un conjunto homogéneo de nueve ligandos restringidos por HLA-B*27:05 que se 
habían identificado previamente como resultado del procesamiento y presentación 








Tabla 3. Resumen de los ligandos de HRSV utilizados para los ensayos de estabilización en HLA-B*27. 
Péptido a Proteína Posición Secuencia 
L 2089-2097 Polimerasa 2089-2097 GRNEVFSNK 
M 76-84 Proteína de la matriz 76-84 SRSALLAQM 
M 169-177 Proteína de la matriz 169-177 VRNKDLNTL 
M2 150-159 Proteína de la matriz 2-1 150-159 KRLPADVLKK 
NP 100-109 Nucleoproteína 100-109 HRQDINGKEM 
NP 184-194 Nucleoproteína 184-194 RRANNVLKNEM 
NP 195-205 Nucleoproteína 195-205 KRYKGLLPKDI 
NS2 37-45 Proteína no estructural 2 37-45 HRFIYLINH 
P 198-208 Fosfoproteína 198-208 LRNEESEKMAK 
    
CMV pp65 pp65 de citomegalovirus 294-302 VAFTSHEHF 
Flu NP Nucleoproteína del virus de la gripe 383-391 SRYWAIRTR 
a Todos los péptidos derivan de la secuencia de la cepa Long de HRSV excepto CMV pp65 294-302 y Flu NP 
383-391, los cuales se utilizaron como control negativo y positivo, respectivamente, para los ensayos de 
unión a HLA-B*27:05. 
 
Inicialmente se llevaron a cabo experimentos de estabilidad de los complejos 
MHC/péptido utilizando células RMA-S deficientes en TAP transfectadas con la 
molécula HLA-B*27:05. En la Figura 16 se muestra el histograma obtenido en un 
experimento representativo realizado con dos péptidos de HRSV (M2 150-159 y P 198-208), 
junto a los péptidos CMV pp65 de citomegalovirus y el epítopo del virus de la gripe 
Flu NP (restringido por HLA-B*27:05), utilizados como control negativo y positivo 
respectivamente. 
 
Figura 16. Ensayo representativo de estabilización de complejos de HLA-B*27:05 con péptidos 
sintéticos. La figura muestra los perfiles de citometría de flujo obtenido al marcar con el anticuerpo 
monoclonal ME1 células RMA-S deficientes en TAP transfectadas con HLA-B*27:05 que habían sido 




Cuatro de los péptidos sintéticos de HRSV utilizados (L 2089-2097, M2 150-159, NP 
100-109 y NP 184-194) estabilizaron los complejos de superficie péptido-HLA de forma 
similar al péptido Flu NP, utilizado como control positivo (Figura 17A y Tabla 4). Para 
los otros cinco péptidos sintéticos de HRSV (M 76-84, M 169-177, NP 195-205, NS2 37-45 y P 198-
208), la inducción de complejos de superficie HLA-péptido fue algo inferior que el 
control positivo (Figura 17A y Tabla 4). 
 
Figura 17. Estabilización de HLA-B*27:05 con ligandos sintéticos de HRSV.  Se realizaron medidas 
mediante citometría de flujo de la estabilidad de los complejos HLA-B*27:05 en la superficie celular de 
las células RMA-S transfectadas. Los resultados se representan tal y como se describe en la Figura 10 y 
muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. Asimismo, 
los valores p significativos (*, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001)  frente a los controles negativo o 
positivo se representan con asteriscos blancos o negros, respectivamente. 
Tabla 4. Resumen de los ensayos de estabilización de HLA-B*27 con ligandos sintéticos de HRSV. 
Péptido Secuencia B*27:05 B*27:03 B*27:04 B*27:06 B*27:09 B*27:01 B*27:02 
L 2089-2097 GRNEVFSNK 2,2 ± 0,1 a 1,8 ± 0,1 1,5 ± 0,2 1,7 ± 0,1 1,6 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,2 ± 0,1 
M 76-84 SRSALLAQM 1,7 ± 0,1 1,8 ± 0,2 1,8 ± 0,1 2,6 ± 0,4 1,7 ± 0,1 1,6 ± 0,1 1,3 ± 0,1 
M 169-177 VRNKDLNTL 1,7 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,8 ± 0,2 3,0 ± 0,2 1,6 ± 0,1 1,2 ± 0,2 1,4 ± 0,1 
M2 150-159 KRLPADVLKK 2,1 ± 0,1 1,7 ± 0,1 1,8 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,6 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,4 ± 0,1 
NP 100-109 HRQDINGKEM 2,1 ± 0,1 1,8 ± 0,1 1,7 ± 0,2 2,3 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,3 ± 0,1 
NP 184-194 RRANNVLKNEM 1,9 ± 0,2 1,8 ± 0,1 1,9 ± 0,2 3,0 ± 0,3 1,8 ± 0,1 1,6 ± 0,1 1,5 ± 0,1 
NP 195-205 KRYKGLLPKDI 1,8 ± 0,1 1,7 ± 0,1 2,1 ± 0,2 2,6 ± 0,4 1,6 ± 0,1 1,7 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
NS2 37-45 HRFIYLINH 1,7 ± 0,1 1,9 ± 0,1 1,5 ± 0,1 2,0 ± 0,1 1,6 ± 0,1 1,1 ± 0,2 1,5 ± 0,1 
P 198-208 LRNEESEKMAK 1,7 ± 0,1 1,3 ± 0,1 1,1 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,1 
         
CMV pp65 VAFTSHEHF 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,1 
Flu NP SRYWAIRTR 2,1 ± 0,1 1,7 ± 0,2 2,0 ± 0,2 2,6 ± 0,2 1,5 ± 0,1 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,1 
a Los datos son medias de tres a cinco experimentos independientes y se muestran como el índice de 











Asimismo, se determinó la afinidad relativa de la molécula HLA de clase I 
B*27:05 para cada uno de los péptidos de HRSV mediante el cálculo de los valores de 
la EC50, lo que permitió agrupar a los diferentes ligandos como péptidos de afinidad  
alta (M 76-84, M2 150-159, NP 184-194, NP 195-205 y NS2 37-45), media (L 2089-2097 y NP 100-109) o 
baja (M 169-177 y P 198-208) por la molécula HLA-B*27:05 (Figura 17B y Tabla 5), tal y 
como ocurre comúnmente entre los ligandos naturales de HLA-B*27:05. 
 
Tabla 5. Valores de afinidad para los ligandos de HRSV en los diferentes subtipos de HLA-B*27. 
Péptido Secuencia B*27:05 B*27:03 B*27:04 B*27:06 B*27:09 B*27:01 B*27:02 
L 2089-2097 GRNEVFSNK 32 ± 6 
a 71 ± 28 169 ± 57 >200 68 ± 24 - >200 
M 76-84 SRSALLAQM 5 ± 5 6 ± 3 15 ± 6 1 ± 1 6 ± 2 15 ± 11 >200 
M 169-177 VRNKDLNTL 82 ± 20 >200 56 ± 16 3 ± 1 19 ± 7 >200 94 ± 25 
M2 150-159 KRLPADVLKK 18 ± 3 78 ± 10 73 ± 9 >200 22 ± 9 - 136 ± 63 
NP 100-109 HRQDINGKEM 50 ± 15 96 ± 43 67 ± 27 3 ± 2 24 ± 7 >200 132 ± 53 
NP 184-194 RRANNVLKNEM 20 ± 8 60 ± 29 19 ± 10 2 ± 1 7 ± 1 39 ± 9 43 ± 27 
NP 195-205 KRYKGLLPKDI 7 ± 5 20 ± 11 16 ± 3 1 ± 1 7 ± 2 8 ± 1 9 ± 1 
NS2 37-45 HRFIYLINH 7 ± 4 10 ± 5 78 ± 33 45 ± 19 33 ± 9 - 77 ± 14 
P 198-208 LRNEESEKMAK 98 ± 35 >200 - >200 89 ± 12 - - 
         
Flu NP SRYWAIRTR 10 ± 4 23 ± 3 19 ± 9 18 ± 4 26 ± 3 - >200 
a Los datos se muestran como la EC50 (µM) ± D.E. de tres a cinco experimentos diferentes. Los valores de 
afinidad que indican péptidos de afinidad intermedia (20 µM > EC50 > 60 µM) están señalados en negrita y 
los valores que indican péptidos de alta afinidad (EC50 ≤ 20 µM) se encuentran, además,  subrayados. Un 




2.3 El cambio Tyr59His en la subcavidad A del sitio de unión al antígeno induce 
una disminución moderada en la unión a HLA-B*27 de los ligandos de 
HRSV. 
 
La molécula HLA-B*27:03 difiere del subtipo prototípico B*27:05 en un único 
cambio de aminoácido en la posición 59 de la cadena pesada de la molécula del MHC, 
el cual se encuentran involucrado en el anclaje del extremo N-terminal del péptido a 
la subcavidad A de la molécula de clase I (Figura 3). Los ensayos de estabilidad de los 
complejos péptido/MHC utilizando células RMA-S transfectadas con la molécula HLA-
B*27:03 determinaron, con respecto a los valores obtenidos en B*27:05, tanto una 
ausencia de efecto para tres péptidos sintéticos de HRSV (M 76-84, NP 195-205 y NS2 37-45) 
como un descenso moderado en los valores de EC50 para seis de los ligandos de HRSV 
(L 2089-2097, M 169-177, M2 150-159, NP 100-109, NP 184-194 y P 198-208) como consecuencia del 





Figura 18. Estabilización de HLA-B*27:03 con ligandos sintéticos de HRSV. La estabilidad de los 
complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:03 se 
determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se representan tal y como se describe en la 
Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
  
2.4 Los residuos C-terminales básicos, a diferencia de los apolares, reducen la 
unión a la molécula B*27:04 de los ligandos virales restringidos por HLA-
B*27:05. 
 
El subtipo B*27:04 se diferencia de la molécula B*27:05 en dos cambios en los 
residuos 77 (Asp por Ser) y 152 (Val por Glu) que afectan a las subcavidades E y F del 
sitio de unión al antígeno (Figura 3). Respecto a B*27:05, los efectos de estos 
cambios apenas afectaron a la unión a HLA-B*27:04 en las células RMA-S 
transfectadas de los cinco péptidos sintéticos de HRSV que poseen aminoácidos no 
polares en PΩ (M 76-84, M 169-177, NP 100-109, NP 184-194 y NP 195-205; Figura 19 y Tablas 4 y 
5).  Sin embargo, los tres ligandos de HRSV que contienen residuos básicos en PΩ (L 
2089-2097, M2 150-159 y NS2 37-45) mostraron un ligero descenso en la afinidad a B*27:04 
respecto a B*27:05. Es más, P 198-208, el ligando de baja afinidad para la molécula 












Figura 19. Estabilización de HLA-B*27:04 con ligandos sintéticos de HRSV. La estabilidad de los 
complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:04 se 
determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se representan tal y como se describe en la 
Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
2.5 Los ligandos de HRSV restringidos por HLA-B*27:05 con residuos no polares 
en PΩ exhiben alta afinidad de unión a B*27:06. 
 
HLA-B*27:04 y -B*27:06 difieren entre sí en dos cambios en sus respectivas 
secuencia de aminoácidos, His114Asp y Asp116Tyr, ambos localizados en la misma 
cadena de la superficie con estructura de lámina β y orientados hacia el sitio de 
unión al antígeno en la molécula HLA-B*27 (Figura 3). Estos cambios estabilizan en el 
rango de µM la unión a B*27:06  de los cinco ligandos que presentan residuos apolares 
en posición C-terminal (M 76-84, M 169-177, NP 100-109, NP 184-194 y NP 195-205) (Figura 20 y 
Tablas 4 y 5). Por el contrario, se observó un ligero aumento (NS2 37-45 y P 198-208) o 
descenso (L 2089-2097 y M2 150-159) en la afinidad de los péptidos virales que contenían 
aminoácidos básicos en PΩ en comparación con los valores obtenidos para B*27:04. 
Por tanto, los residuos en PΩ pueden ser utilizados como motivos de anclaje 












Figura 20. Estabilización de HLA-B*27:06 con ligandos sintéticos de HRSV. La estabilidad de los 
complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:06 se 
determinó mediante citometría de flujo.  Los resultados se representan tal y como se describe en la 
Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
2.6 Los péptidos virales con residuos C-terminales apolares muestran alta 
afinidad de unión al subtipo B*27:09. 
 
B*27:09 se diferencia de B*27:05 por el único cambio Asp116His, que se 
localiza, como ocurre en B*27:06, en el fondo de lámina β en el sitio de unión al 
antígeno de HLA-B*27 (Figura 3). Este polimorfismo permitió la unión estable de los 
cinco ligandos de HRSV que poseen residuos no polares en PΩ: M 76-84, M 169-177, NP 100-
109, NP 184-194 y NP 195-205 (Figura 21 y Tablas 4 y 5). Por otro lado, el cambio en la 
posición 116 produjo un descenso moderado en la afinidad observada respecto a 
B*27:05 para los péptidos de HRSV que contenían aminoácidos básicos en PΩ (L 2089-
2097 y NS2 37-45), con la excepción de M2 150-159, en el cual el residuo C-terminal básico 
pudo estabilizar la unión a la molécula B*27:09 de forma similar a HLA-B*27:05. De 
este modo, los residuos apolares son suficientes para la unión eficiente a la molécula 












Figura 21. Estabilización de HLA-B*27:09 con ligandos sintéticos de HRSV. La estabilidad de los 
complejos péptido-HLA en la superficie de las células T2 transfectadas con HLA-B*27:09 se determinó 
mediante citometría de flujo. Los resultados se representan tal y como se describe en la Figura 17 y 
muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
2.7 Los residuos no polares en PΩ de los ligandos virales de alta afinidad a 
B*27:05 conservan la capacidad de unión a la molécula B*27:01.  
 
B*27:01 y B*27:05 se diferencian en tres sustituciones en la secuencia de la 
cadena pesada: Asp74Tyr, Asp77Asn y Leu81Ala. Estos residuos se localizan en la 
cavidad C/F del sitio de unión al antígeno (Figura 3). En los ensayos de estabilización 
en células B*27:01+ estos tres cambios impidieron la unión de todos los péptidos de 
HRSV con residuos básicos en PΩ. Sin embargo, fueron capaces de estabilizar los 
complejos MHC-péptido aquellos ligandos virales con residuos apolares C-terminales, 
donde dos de ellos se mostraron como ligandos de muy baja afinidad (M 169-177 y NP 100-
109), con EC50 superiores a 200µM, mientras que los otros tres (M 76-84, NP 184-194 y NP 
195-205) se unieron a B*27:01 con una afinidad similar a la determinada frente al 
subtipo B*27:05 (Figura 22 y Tablas 4 y 5). Por tanto, los residuos apolares en PΩ son 












Figura 22. Estabilización de HLA-B*27:01 con ligandos sintéticos de HRSV. La estabilidad de los 
complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:01 se 
determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se representan tal y como se describe en la 
Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
2.8 Los aminoácidos hidrofóbicos C-terminales, como leucina e isoleucina, 
mantienen la capacidad de unión al subtipo B*27:02 de los ligandos de 
HRSV restringidos por HLA-B*27:05. 
 
El subtipo B*27:02 difiere de la molécula B*27:05 en tres cambios en la 
secuencia de aminoácidos, dos de ellos comunes con el subtipo B*27:01 (Asp77Asn y 
Leu81Ala) y otro exclusivo de este alelo (Thr80Ile). Por su localización dentro de la 
molécula HLA-B*27, estos cambios afectan a la subcavidad F del sitio de unión al 
antígeno (Figura 3). Únicamente con los dos ligandos de HRSV con Leu/Ile en PΩ, M 
169-177 y NP 195-205, se consiguieron niveles de estabilidad similar entre las moléculas 
B*27:02 y B*27:05 (Figura 23 y Tablas 4 y 5). Sin embargo, la afinidad de unión a 
B*27:02 descendió ligeramente para el péptido NP 184-194, y se redujo 
considerablemente para los otros seis ligandos virales (Figura 23 y Tablas 4 y 5). De 
esta forma, los residuos en PΩ hidrofóbicos, como Leu/Ile, funcionarían como 











Figura 23. Estabilización de HLA-B*27:02 con ligandos sintéticos de HRSV. La estabilidad de los 
complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:02 se 
determinó mediante citometría de flujo.  Los resultados se representan tal y como se describe en la 
Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
2.9 El análisis global de la afinidad de los diferentes péptidos sintéticos con los 
diversos subtipos de HLA-B*27 sugieren un motivo peptídico mínimo para 
la unión de ligandos a moléculas de esta familia. 
 
El análisis de los datos anteriores muestra que la mayoría de los ligandos de 
HRSV se unieron a varios subtipos de HLA-B*27, a pesar de los cambios entre los 
diferentes alelos que afectan a los residuos del sitio de unión al antígeno; no 
obstante, sólo dos de los ligandos estudiados (NP 184-194 y NP 195-205) se unieron 
eficazmente a los siete subtipos de HLA-B*27 analizados. Ambos ligandos contienen 
aminoácidos básicos en el extremo N-terminal y una cadena lateral grande e 
hidrofóbica en los residuos C-terminales. Estas características, por tanto, permiten 
sugerir que la secuencia Arg/Lys-Arg-Xn-Ile/Lue/Met sería un motivo peptídico 
mínimo para la unión eficiente a los siete subtipos de HLA-B*27 y, dado que 
componen una muestra heterogénea del polimorfismo de HLA-B*27 (Figura 15), a 











2.10 La pérdida de los motivos de anclaje adicionales en los péptidos de alta 
afinidad NP 184-194 y NP 195-205 afecta a la capacidad de unión de los análogos 
monosustituidos a varios subtipos de HLA-B*27. 
 
Con el objetivo de valorar la contribución relativa de los motivos de anclaje 
auxiliares identificados en los dos péptidos que mostraron mayor afinidad para todos 
los subtipos, NP 184-194 y NP 195-205, se realizaron ensayos de estabilidad en los 
diferentes subtipos de HLA-B*27 con análogos de estos ligandos que presentaban 
sustituciones por alanina en los residuos situados en P1 y PΩ (Tabla 6). Los resultados 
para cada subtipo se muestran en la Figura 24 (B*27:05), Figura 25 (B*27:03), Figura 
26 (B*27:04), Figura 27 (B*27:06), Figura 28 (B*27:09), Figura 29 (B*27:01) y Figura 30 
(B*27:02). Además, en la Tabla 6 se recoge un resumen de los ensayos de afinidad en 
estos péptidos monosustituidos con Ala. 
En primer lugar, la modificación de los residuos en P1 en NP 195-205 no generó 
ningún efecto perjudicial para la unión a los diferentes subtipos. Sin embargo, la 
sustitución en esta posición de Arg por Ala en el péptido NP 184-194  provocó un 
descenso moderado pero significativo de la afinidad de unión a B*27:03 (Figura 25 y 
Tabla 6). 
Adicionalmente, el cambio de metionina por alanina en PΩ tanto en NP 184-194 
como en NP 195-205 impidió completamente  la interacción con el subtipo B*27:01 
(Figura 29 y Tabla 6). Asimismo, esta sustitución individual disminuyó 
significativamente la capacidad de unión del péptido A11-NP 195-205 a B*27:02 (Figura 
30 y Tabla 6). 
Por tanto, los resultados obtenidos indican que la modificación de los motivos 
de anclaje auxiliares de los ligandos de alta afinidad puede alterar la unión efectiva 
a ciertos subtipos, si bien para algunos subtipos no existe un efecto negativo 







Figura 24. Estabilización de HLA-B*27:05 con análogos monosustituidos de Ala de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie 
de células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:05 se obtuvo mediante el análisis por citometría de flujo 
de las células incubadas con los péptidos indicados a una concentración de 200µM. Los resultados se 
muestran como el índice de fluorescencia expresado como la media ± D.E. de tres a cinco experimentos. 
En el panel de la izquierda se representan los resultados utilizando péptidos análogos de NP 184-194, 
mientras que en el panel de la derecha se muestran los correspondientes a análogos de NP 195-205. Los 
valores p significativos se representan con * (p < 0,05), ** (p < 0,01) o *** (p < 0,001) y muestran 
diferencias estadísticamente significativas frente al péptido control negativo CMV pp65 (asteriscos 
blancos) o frente al ligando de HRSV original (asteriscos negros). 
 
 
Figura 25. Estabilización de HLA-B*27:03 con análogos monosustituidos de Ala de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie 
de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:03 se determinó mediante citometría de flujo. Los 
resultados en todos los paneles se representan tal y como se describe en la Figura 24, mostrando los 
valores de las medias obtenidos a partir de tres a cinco experimentos independientes. 
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Figura 26. Estabilización de HLA-B*27:04 con análogos monosustituidos de Ala de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie 
de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:04 se determinó mediante citometría de flujo. Los 
resultados en todos los paneles se representan tal y como se describe en la Figura 24, mostrando los 
valores de las medias obtenidos a partir de tres a cinco experimentos independientes. 
 
 
Figura 27. Estabilización de HLA-B*27:06 con análogos monosustituidos de Ala de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie 
de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:06 se determinó mediante citometría de flujo. Los 
resultados en todos los paneles se representan tal y como se describe en la Figura 24, mostrando los 
valores de las medias obtenidos a partir de tres a cinco experimentos independientes. 
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Figura 28. Estabilización de HLA-B*27:09 con análogos monosustituidos de Ala de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie 
de las células T2 transfectadas con HLA-B*27:09 se determinó mediante citometría de flujo. Los 
resultados en todos los paneles se representan tal y como se describe en la Figura 24, mostrando los 
valores de las medias obtenidos a partir de tres a cinco experimentos independientes. 
 
 
Figura 29. Estabilización de HLA-B*27:01 con análogos monosustituidos de Ala de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie 
de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:01 se determinó mediante citometría de flujo. Los 
resultados en todos los paneles se representan tal y como se describe en la Figura 24, mostrando los 
valores de las medias obtenidos a partir de tres a cinco experimentos independientes. 
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Figura 30. Estabilización de HLA-B*27:02 con análogos monosustituidos de Ala de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205 La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie 
de las células RMA-S transfectadas con HLA-B*27:02 se determinó mediante citometría de flujo. Los 
resultados en todos los paneles se representan tal y como se describe en la Figura 24, mostrando los 
valores de las medias obtenidos a partir de tres a cinco experimentos independientes. 
 
Tabla 6. Ensayos de estabilización de HLA con análogos monosustituidos de alanina de los ligandos 
sintéticos de HRSV NP 184-194 y NP 195-205. 
Péptido Secuencia B*27:05 B*27:03 B*27:04 B*27:06 B*27:09 B*27:01 B*27:02 
NP 184-194 RRANNVLKNEM 1,9 ± 0,2a 1,8 ± 0,2 1,9 ± 0,2 3,0 ± 0,3 1,8 ± 0,1 1,6 ± 0,2 1,5 ± 0,1 
A1-NP 184-194 ARANNVLKNEM 2,4 ± 0,3 1,4 ± 0,1 2,2 ± 0,2 3,0 ± 0,3 1,8 ± 0,1 2,0 ± 0,1 2,0 ± 0,3 
A11-NP 184-194 RRANNVLKNEA 2,1 ± 0,1 1,7 ± 0,2 2,0 ± 0,2 2,7 ± 0,2 1,8 ± 0,1 1,1 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
         
NP 195-205 KRYKGLLPKDI 1,8 ± 0,1 1,7 ± 0,1 2,1 ± 0,2 2,6 ± 0,3 1,6 ± 0,1 1,7 ± 0,1 1,7 ± 0,1 
A1-NP 195-205 ARYKGLLPKDI 2,4 ± 0,3 2,1 ± 0,2 2,2 ± 0,3 2,7 ± 0,3 1,8 ± 0,2 1,9 ± 0,1 1,8 ± 0,1 
A11-NP 195-205 KRYKGLLPKDA 2,2 ± 0,2 1,9 ± 0,1 1,9 ± 0,3 2,5 ± 0,2 1,6 ± 0,2 1,0 ± 0,1 1,4 ± 0,1 
a Los datos se muestran como el índice de fluorescencia cuando los péptidos se utilizaron a 200µM ± D.E. 
Los resultados representan las medias de tres a cinco experimentos independientes. Los valores en 
negrita representan valores p significativos (p < 0,01) frente a los ligandos de HRSV NP 184-194 o NP 195-205, 
dependiendo de cada péptido monosustituido. También se destacan en caracteres rojos aquellos que 
suponen un descenso significativo en la EC50 respecto al péptido original. Asimismo, también se 
encuentran subrayados aquellos valores en los que no se encontró diferencia significativa (p < 0,05) 











2.11 Varios ligandos procedentes de diferentes virus validan el motivo de unión 
mínimo Arg/Lys-Arg-Xn-Ile/Leu/Met.  
 
Para comprobar la predicción del motivo de anclaje mínimo anteriormente 
propuesto, se seleccionaron tres nuevos péptidos sintéticos procedentes de virus 
distintos de HRSV: HIV gp160 500-508 [195], MV F 438-446 [196] y Flu PB1 238-246 [197]. Estos 
péptidos presentaban el motivo mínimo identificado para el correcto anclaje a los 
diversos subtipos de HLA-B*27, es decir, residuos básicos en P1 y un residuo 
voluminoso hidrofóbico en PΩ (Tabla 7). Como se había predicho, los ensayos de 
estabilización de complejos péptido-MHC mostraron que los péptidos virales 
sintéticos presentaban perfiles de unión similares a los obtenidos con ligandos de alta 
afinidad para todos los subtipos analizados, a saber,  B*27:05 (Figura 31), B*27:03 
(Figura 32), B*27:04 (Figura 33), B*27:06 (Figura 34), B*27:09 (Figura 35), B*27:01 
(Figura 36) y B*27:02 (Figura 37). En la Tabla 7 se muestra un resumen de los valores 
de afinidad obtenidos.  
Finalmente, para descartar cualquier contribución en la unión a la molécula 
HLA por motivos de anclaje auxiliares independientes de las posiciones P1 y PΩ 
descritas, se diseñó un péptido sintético compuesto únicamente por residuos de 
alanina, salvo por los motivos de anclaje mínimos comunes identificados (Arg en P1 y 
P2, y voluminoso hidrofóbico en PΩ, RRA7I). Dicho péptido también mostró una unión 
eficiente a los siete subtipos de B*27 analizados (Figuras 31-37 y Tabla 7). 
 
Figura 31. Estabilización de HLA-B*27:05 con péptidos sintéticos portadores de los motivos de 
anclaje mínimos. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S 
transfectadas con HLA-B*27:05 se determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se 
representan tal y como se describe en la Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de 
tres o cuatro experimentos independientes. 
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Figura 32. Estabilización de HLA-B*27:03 con péptidos sintéticos portadores de los motivos de 
anclaje mínimos. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S 
transfectadas con HLA-B*27:03 se determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se 
representan tal y como se describe en la Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de 
tres o cuatro experimentos independientes. 
 
Figura 33. Estabilización de HLA-B*27:04 con péptidos sintéticos portadores de los motivos de 
anclaje mínimos. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S 
transfectadas con HLA-B*27:04 se determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se 
representan tal y como se describe en la Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de 
tres o cuatro experimentos independientes. 
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Figura 34. Estabilización de HLA-B*27:06 con péptidos sintéticos portadores de los motivos de 
anclaje mínimos. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S 
transfectadas con HLA-B*27:06 se determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se 
representan tal y como se describe en la Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de 
tres o cuatro experimentos independientes. 
 
Figura 35. Estabilización de HLA-B*27:09 con péptidos sintéticos portadores de los motivos de 
anclaje mínimos. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie de las células T2 
transfectadas con HLA-B*27:09 se determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se 
representan tal y como se describe en la Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de 
tres o cuatro experimentos independientes. 
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Figura 36. Estabilización de HLA-B*27:01 con péptidos sintéticos portadores de los motivos de 
anclaje mínimos. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S 
transfectadas con HLA-B*27:01 se determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se 
representan tal y como se describe en la Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de 
tres o cuatro experimentos independientes. 
 
Figura 37. Estabilización de HLA-B*27:02 con péptidos sintéticos portadores de los motivos de 
anclaje mínimos. La estabilidad de los complejos péptido-HLA en la superficie de las células RMA-S 
transfectadas con HLA-B*27:02 se determinó mediante citometría de flujo. Los resultados se 
representan tal y como se describe en la Figura 17 y muestran los valores de las medias obtenidos de 














Tabla 7. Valores de afinidad para los ligandos de HIV, virus del sarampión y virus de la gripe en los 
diferentes subtipos de HLA-B*27. 
Péptido Secuencia B*27:05 B*27:03 B*27:04 B*27:06 B*27:09 B*27:01 B*27:02 
HIV gp160 500-508 KRAVGIGAL 12 ± 3 a 14 ± 7 24 ± 8 1 ± 1 8 ± 1 17 ± 3 16 ± 6 
MV F 438-446 RRYPDAVYL 3 ± 2 4 ± 3  18 ± 4 2 ± 1 4 ± 1 5 ± 2 11 ± 4 
Flu PB1 238-246 RRAIATPGM 3 ± 2 2 ± 1 9 ± 1 2 ± 1 2 ± 1 5 ± 1 12 ± 4 
         
RRA7I RRAAAAAAAI 4 ± 3 7 ± 5 7 ± 2 2 ± 1 2 ± 1 7 ± 2  28 ± 16 
a Los datos se muestran como la EC50 (µM) ± D.E. y son la media de tres a cinco experimentos diferentes.  
 
2.12 El patrón de estabilización de los péptidos unidos a las diferentes 
moléculas HLA-B*27 ofrece una relación funcional entre los diferentes 
alelos. 
En resumen, respecto a la afinidad de unión mostrada por los nueve ligandos 
de HRSV en HLA-B*27:05, siete péptidos vieron su afinidad reducida en B*27:01 y 
B*27:02, seis en B*27:03, cinco en B*27:04, cuatro en B*27:06 y sólo tres en B*27:09 
(Tablas 8 y 9). Estos datos no se relacionan con las diferencias en aminoácidos entre 
los diferentes subtipos o con las interacciones individuales con las respectivas 
subcavidades del sitio de unión al antígeno, lo cual indica probables efectos 
compensatorios de las sustituciones en algunos residuos. Dichos efectos resultan 
particularmente evidentes en el subtipo B*27:06, donde ciertos ligandos de HRSV con 
residuos apolares en PΩ mostraron un incremento en la afinidad respecto a B*27:05. 
Finalmente, en base a los patrones de afinidad observados en los subtipos de HLA-
B*27, la relación funcional entre B*27:05 y el resto de alelos se puede establecer 
como B*27:05 > B*27:09 > B*27:06 > B*27:04 > B*27:03 > B*27:01 = B*27:02. 
 
Tabla 8. Resumen de los ensayos de afinidad para los diferentes subtipos de HLA-B*27. 
Péptido Secuencia B*27:05 B*27:03 B*27:04 B*27:06 B*27:09 B*27:01 B*27:02 
L 2089-2097 GRNEVFSNK +++ ª ++ ++ + ++ - + 
M 76-84 SRSALLAQM ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ + 
M 169-177 VRNKDLNTL ++ + +++ ++++ ++++ + ++ 
M2 150-159 KRLPADVLKK ++++ ++ ++ + +++ - ++ 
NP 100-109 HRQDINGKEM +++ ++ ++ ++++ +++ + ++ 
NP 184-194 RRANNVLKNEM ++++ +++ ++++ ++++ ++++ +++ +++ 
NP 195-205 KRYKGLLPKDI ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
NS2 37-45 HRFIYLINH ++++ ++++ ++ +++ +++ - ++ 
P 198-208 LRNEESEKMAK ++ + - + ++ - - 
         
HIV gp160 500-508 KRAVGIGAL ++++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
MV F 438-446 RRYPDAVYL ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
Flu PB1 238-246 RRAIATPGM ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ 
RRA7I RRAAAAAAAI ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++ 
ª Los símbolos +, ++, +++ y ++++  indican valores de EC50 >200 µM, 200-61 µM, 60-20 µM y <20µM, 
respectivamente. Un guion (-) indica ausencia de diferencia estadística en el índice de fluorescencia 
respecto al control negativo.  Todos los valores positivos de EC50 muestran diferencias significativas (p < 




Tabla 9. Comparación de la afinidad entre los diferentes subtipos de HLA-B*27 respecto a HLA-
B*27:05. 
Péptido Secuencia B*27:03 B*27:04 B*27:06 B*27:09 B*27:01 B*27:02 
L 2089-2097 GRNEVFSNK  ▼ª ▼ ▼ ▼ ▼ ▼ 
M 76-84 SRSALLAQM ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▼ 
M 169-177 VRNKDLNTL ▼ ▲ ▲ ▲ ▼ ▬ 
M2 150-159 KRLPADVLKK ▼ ▼ ▼ ▼ ▼ ▼ 
NP 100-109 HRQDINGKEM ▼ ▼ ▲ ▬ ▼ ▼ 
NP 184-194 RRANNVLKNEM ▼ ▬ ▬ ▬ ▼ ▼ 
NP 195-205 KRYKGLLPKDI ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ 
NS2 37-45 HRFIYLINH ▬ ▼ ▼ ▼ ▼ ▼ 
P 198-208 LRNEESEKMAK ▼ ▼ ▼ ▬ ▼ ▼ 
        
HIV gp160 500-508 KRAVGIGAL ▬ ▼ ▬ ▬ ▬ ▬ 
MV F 438-446 RRYPDAVYL ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ 
Flu PB1 238-246 RRAIATPGM ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ 
RRA7I RRAAAAAAAI ▬ ▬ ▬ ▬ ▬ ▼ 
ª Una triángulo rojo orientado hacia abajo (▼) o verde orientado hacia arriba (▲) indican, 
respectivamente, menor o mayor afinidad del péptido respecto al subtipo HLA-B*27:05. Un guion (▬) 
indica que no existen cambios en la afinidad entre B*27:05 y el subtipo indicado.  
 
 
3 LOS GRUPOS TRANSCRIPCIONALES DE HRSV DETERMINAN LA 
RESPUESTA INMUNOLÓGICA ANTIVIRAL MEDIADA POR HLA DE 
CLASE I 
 
3.1 Las moléculas HLA de clase I presentan una amplia variedad de ligandos 
procedentes de diversas proteínas de HRSV. 
 
Varios estudios previos han permitido, mediante espectrometría de masas, la 
identificación de diversos ligandos virales provenientes del procesamiento y 
presentación de antígenos en líneas celulares infectadas con HRSV. Así, utilizando la 
misma aproximación experimental se han encontrado un total de dieciséis ligandos 
que estaban asociados a diferentes moléculas HLA de clase I, a saber, tres (F 229-239, N 
315–323 y NS1 33-41) para HLA-A*02:01, dos (N 306-314 y NS2 19-30) para HLA-B*07:02, uno (G 
25-33) para HLA-C*07:02, uno (M 188-198) para HLA-C*04:01 [198] y los nueve de HLA-
B*27:05 ya mencionados en la presente memoria (L 2089-2097, M 76-84, M 169-177, M2 150-159, 
NP 100-109, NP 184-194, NP 195-205, NS2 37-45 y P 198-208) [194]. En la Tabla 10 se muestra un 
resumen de estos ligandos provenientes de nueve de las once proteínas virales 






Tabla 10.  Resumen de los ligandos de HRSV identificados por análisis de espectrometría de masas 
en células infectadas. 
Proteína Posición Secuencia ª HLA de clase I Referencia 
Proteína de fusión 229-239 RLLEITREFSV HLA-A*02:01 Esta tesis 
Nucleoproteína 315–323 TQFPHFSSV HLA-A*02:01 Esta tesis 
Proteína no estructural 1 33–41 KLIHLTNAL HLA-A*02:01 Esta tesis 
Nucleoproteína 306-314 NPKASLLSL HLA-B*07:02 Esta tesis 
Proteína no estructural 2 19-30 RPLSLETTITSL HLA-B*07:02 Esta tesis 
Polimerasa 2089-2097 GRNEVFSNK HLA-B*27:05 [194] 
Matriz 76-84 SRSALLAQM HLA-B*27:05 [194] 
Matriz 169-177 VRNKDLNTL HLA-B*27:05 [194] 
Matriz 2-1 150-159 KRLPADVLKK HLA-B*27:05 [194] 
Nucleoproteína 100-109 HRQDINGKEM HLA-B*27:05 [194] 
Nucleoproteína 184-194 RRANNVLKNEM HLA-B*27:05 [194] 
Nucleoproteína 195-205 KRYKGLLPKDI HLA-B*27:05 [194] 
Proteína no estructural 2 37-45 HRFIYLINH HLA-B*27:05 [194] 
Fosfoproteína 198-208 LRNEESEKMAK HLA-B*27:05 [194] 
Matriz 188-198 AITNAKII HLA-C*04:01 [198] 
Glicoproteína 25-33 FISSGLYKL HLA-C*07:02 Esta tesis 
a Todas las secuencias derivan de la cepa Long de HRSV.  
 
3.2 Los péptidos F 229-239, N 315-323 y NS1 33-41  de HRSV detectados por 
espectrometría de masas son ligandos de alta afinidad para HLA-A*02:01. 
 
En primer lugar, para confirmar que HLA-A*02:01 era la molécula 
presentadora de los ligandos virales F 229-239, N 315–323 y NS1 33-41 se llevaron a cabo 
ensayos de estabilidad en transfectantes de la línea celular deficiente en TAP RMA-S 
que expresaban HLA-A*02:01. Los resultados indicaron que los tres ligandos se unían 
a HLA-A*02:01 mostrando valores de EC50 situados en el rango de los que se observan 
generalmente entre los ligandos de alta afinidad (Figura 38).  
Los motivos de anclaje de la molécula HLA-A*02:01, a diferencia de HLA-B*27, 
son relativamente laxos pues permiten acomodar una amplia gama de aminoácidos 
hidrofóbicos en P2 y PΩ (base de datos SYFPEITHI [199] y [200]). Por ello, los ligandos 
F 229-239 y NS1 33-41 se pueden considerar ligandos canónicos para HLA-A*02:01, ya que 
poseen residuos de Leu en P2. Sin embargo, el ligando N 315–323 posee Gln en el motivo 
de anclaje principal en P2 por lo que se le puede calificar como un ligando inusual de 
la molécula HLA-A*02:01. 





Figura 38. Estabilización de HLA-A*02:01 con ligandos sintéticos de HRSV. Se realizaron medidas 
mediante citometría de flujo de la estabilidad de los complejos HLA-A*02:01 en la superficie celular de 
las células RMA-S transfectadas. Los resultados se representan tal y como se describe en la Figura 10 y 
muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
3.3 Los péptidos virales N 306-314 y NS2 19-30 se unen con alta afinidad a la 
molécula HLA-B*07:02. 
 
A continuación, para confirmar también que los ligandos N 306-314 y NS2 19-30 se 
unen a la molécula HLA-B*07:02, se llevaron a cabo ensayos de estabilización con 
células T2 deficientes en TAP transfectadas con esta molécula HLA de clase I. El 
perfil de unión de ambos péptidos, así como sus valores de EC50, resultaron 
equivalentes a los encontrados en otros ligandos de alta afinidad presentados de 
forma natural por la molécula HLA-B*07:02 (Figura 39). Puesto que el motivo de 
anclaje para HLA-B*07:02 consiste en Pro en posición 2 y Leu en posición C-terminal 
([201] y base de datos SYFPEITHI [199]), la afinidad de tanto N 306-314 como NS2 19-30 por 












Figura 39. Estabilización de HLA-B*07:02 con ligandos sintéticos de HRSV. Se realizaron medidas 
mediante citometría de flujo de la estabilidad de los complejos HLA-B*07:02 en la superficie celular de 
las células T2 transfectadas. Los resultados se representan tal y como se describe en la Figura 10 y 
muestran los valores de las medias obtenidos de tres o cuatro experimentos independientes. 
 
3.4 El contenido en aminoácidos implicados en los motivos de anclaje no 
influye en el número de ligandos de HLA de clase I derivados de las 
proteínas virales. 
 
Dos de las cinco moléculas HLA de clase I implicadas en la presentación de los 
ligandos de HRSV, HLA-B*07:02 y HLA-B*27:05, poseen motivos de anclaje muy 
restrictivos ya que la presencia de prolina o arginina en P2 es muy mayoritaria en los 
ligandos de HLA-B*07:02 y HLA-B*27:05, respectivamente (base de datos SYFPEITHI 
[199]). Para analizar si la abundancia de estos aminoácidos en el proteoma viral se 
relacionaba con la cantidad de ligandos de HLA de clase I detectados por 
espectrometría de masas en los ensayos previos, se realizó un análisis de la 
distribución del contenido en prolina y arginina de todas las proteínas de HRSV y se 
comparó con el número de ligandos identificados para cada proteína (Tabla 11). Los 
datos indican que no existe correlación alguna entre la abundancia de prolina y 
arginina presente en las diferentes proteínas virales con el número de ligandos de 














Tabla 11. Distribución del contenido en prolina y arginina y de los ligandos de HLA-B*07:02 y –
B*27:05 en el proteoma de HRSV. 
Proteína 
de HRSVa 
Nº de Pro Nº de Arg Nº de Pro + Arg % de Pro + Arg 
Nº de 
ligandos b 
L 68 80 148 45,5 1 
F 15 18 33 10,2 0 
G 26 4 30 9,2 0 
N 9 16 25 7,7 4 
P 12 11 23 7,1 1 
M 12 6 18 5,5 2 
M2 6 11 17 5,2 1 
NS2 7 6 13 4,0 2 
M2-2 5 3 8 2,5 0 
NS1 5 1 6 1,8 0 
SH 2 2 4 1,2 0 
a Todas las secuencias provienen de la cepa Long de HRSV. Las abreviaturas utilizadas son: L 
(polimerasa), F (proteína de fusión), G (glicoproteína), N (nucleoproteína), P (fosfoproteína), M 
(proteína de la matriz), M2-1 (proteína de la matriz 2-1), NS2 (proteína no estructural 2), M2-2 (proteína 
de la matriz 2-2), NS1 (proteína no estructural 1), SH (proteína pequeña hidrofóbica).  
b Número de ligandos virales de HLA-B*07:02 y –B*27:05 detectados por espectrometría de masas. 
 
 
3.5 El tamaño de las proteínas virales no influye en la cantidad de ligandos de 
HLA de clase I derivados de ellas. 
 
Otra posibilidad consistía en que las proteínas grandes de HRSV podrían ser la 
fuente de un mayor número de ligandos. Por ello, se realizó una comparación entre 
el número de residuos de cada proteína y el número de ligandos de HLA de clase I 
identificados que derivan de ellas (Figura 40). Los resultados muestran que no existe 
correlación alguna entre el tamaño de las proteínas virales y la cantidad de ligandos 
que proceden de ellas. 
 
Figura 40. Comparación entre 
el tamaño de las proteínas de 
HRSV y el número de ligandos 
de HLA de clase I 
identificados. El tamaño de 
las proteínas virales se 
representa como número de 
residuos para cada una de las 
proteínas individuales. El 
coeficiente de determinación 
se muestra en el recuadro 







3.6 Los grupos transcripcionales de HRSV determinan la distribución de los 
ligandos por el proteoma viral. 
 
Tal y como se ha indicado en la introducción de la presente memoria de tesis, 
en la transcripción del genoma de HRSV la síntesis de mRNA disminuye a medida que 
aumenta la distancia de cada gen al extremo 3’ del genoma (Figura 8). Como 
consecuencia, los genes próximos al promotor 3’ se expresan más eficientemente que 
los más distales [106] por lo que, al igual que el resto de virus que pertenecen al 
orden Mononegavirales, el genoma de HRSV se ha dividido en tres grupos 
transcripcionales dependiendo de los niveles de expresión de mRNA [202]: 3’ o de 
alta transcripción, intermedio (IM) y 5’ o de baja transcripción. Estos grupos están 
conformados respectivamente por los conjuntos de genes consistentes en NS1, NS2, 
N, P y M para el grupo 3’, SH, G, F y M2 para el grupo IM y el gen L de la polimerasa 
de HRSV para el grupo 5’. Estos conjuntos constituyen el 23% (grupo 3’), 29% (grupo 
intermedio) y 48% (grupo 5’), respectivamente, del proteoma viral, medido como 
número de aminoácidos para cada proteína (Figura 41). 
Al analizar la distribución a lo largo del proteoma viral de los dieciséis 
ligandos virales obtenidos por espectrometría de masas en las células infectadas con 
HRSV, se observó una mayor abundancia de ligandos procedentes de las proteínas 
codificadas por genes del grupo 3’ (Figura 41). Así, el 75% de los péptidos detectados 
se incluían en proteínas codificadas por genes del grupo transcripcional 3’, mientras 
que solo tres (un 19%) y uno (un 6%) de ellos provenían de proteínas codificadas por 
genes de los grupos IM y 5’, respectivamente.  
 
Figura 41. Relación de los ligandos virales restringidos por HLA de clase I con el genoma, 
transcriptoma y proteoma de HRSV. Representación esquemática del genoma de HRSV indicando  los 
tres grupos transcripcionales que codifican para el proteoma viral (3’ de color verde, intermedio o IM de 
color azul y 5’ de color rojo) separados por líneas discontinuas. Las abreviaturas utilizadas para los 
genes virales son las indicadas en la Figura 8. En con un triángulo debajo de cada gen la a se representa  
posición de los ligandos de HLA de clase I aislados en células infectadas con HRSV. Asimismo, para cada 
gen se indica el número total de ligandos detectados. También se representan en el gradiente  b 
transcripcional de HRSV como la ratio molar, expresada como porcentaje, entre los mRNAs de los 
diferentes grupos transcripcionales [106,203,204], en c el porcentaje del proteoma correspondiente a 
cada grupo transcripcional en función del número de residuos de cada proteína y en d el porcentaje de 
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Los análisis estadísticos mostraron que la distribución 12:3:1 obtenida de los 
ligandos de HLA de clase I hallados por espectrometría de masas es diferente (valor p 
< 0,001) de la distribución 4:4:8 que cabría esperar si los péptidos se repartieran 
aleatoriamente en función del tamaño del proteoma. Asimismo, no se encontró 
diferencia estadística respecto a la distribución en función de la cantidad de mRNA 
(Figura 42). En resumen, los ligandos virales no se distribuyen al azar a lo largo del 
proteoma de HRSV sino que se concentran en las proteínas codificadas por genes del 
grupo transcripcional 3’, los cuales se transcriben con mayor eficiencia. 
 
 
Figura 42. Proporción del transcriptoma, proteoma y ligandoma de HRSV restringido por HLA de 
clase I relativa a los diferentes grupos transcripcionales. Las cantidades se representan como el 
porcentaje de residuos de cada proteína para cada grupo transcripcional (columna de proteoma),  como 
el porcentaje de ligandos de HLA de clase I detectados por espectrometría de masas en células 
infectadas con HRSV (columna de ligandos de HLA) o como porcentajes de la ratio molar de mRNAs para 
cada grupo transcripcional (columna de mRNA). Cada grupo transcripcional está indicado con el mismo 
color que en la Figura 41, tal y como se indica en la leyenda. La diferencia estadísticamente 
significativa se indica como *** (valor p < 0,001). 
 
3.7 Los ligandos virales de HLA-A*02:01, B*07:02 y B*27:05 detectados por 
espectrometría de masas generan respuestas específicas en ratones 
transgénicos para HLA de clase I. 
 
Posteriormente se realizó un estudio de la respuesta fisiológica in vivo de los 
ligandos de HLA de clase I identificados por espectrometría de masas. Para ello se 
utilizaron distintas cepas de ratón transgénicas para diferentes moléculas HLA de 
clase I humanas. En cada caso, se determinó la actividad específica de las células T 
CD8+ mediante ensayos ELISPOT de detección del IFNγ secretado en respuesta a cada 









Figura 43. Medida de IFNγ por ELISPOT utilizando péptidos virales sintéticos de HRSV. Los 
esplenocitos de ratones HLA-B*27:05+ infectados con HRSV siete días antes fueron incubados durante 
toda la noche con los distintos péptidos virales. Cada pocillo se fotografió individualmente  y se realizó 
el contaje de puntos, los cuales indican la actividad de células T secretoras de IFNγ específicas.  
 
En el caso de los ratones transgénicos para HLA-A*02:01, el péptido N 315-323 
fue el epítopo inmunodominante, si bien los ligandos F 229-239 y NS1 33-41 también 
generaron una respuesta de IFNγ específica (Figura 44). 
 
 
Figura 44. Inmunogenicidad de los ligandos virales de HRSV en ratones transgénicos para HLA-
A*02:01. La activación de las células T CD8+ se analizó mediante ensayos ELISPOT con células del bazo 
de ratones HLA-A*02:01+, tal y como se indica en la Figura 43. Los resultados se representan como la 
media ± E.E.M. de tres a nueve experimentos independientes. Los valores p significativos se representan 
con * (p < 0,05) o ** (p < 0,01) en color negro (respecto al control negativo) o blanco (respecto al ligando 
N 315-323). En el recuadro al lado izquierdo de cada ligando se muestra el grupo transcripcional al que 








 En el caso de las respuestas de IFNγ detectadas en los ratones transgénicos 
para HLA-B*07:02, éstas fueron del mismo orden para los dos péptidos evaluados, NS2 
19-30 y N 306-314 (Figura 45). 
 
 
Figura 45. Inmunogenicidad de los ligandos virales de HRSV en ratones transgénicos para HLA-
B*07:02. La activación de las células T CD8+ se analizó mediante ensayos ELISPOT con células del bazo 
de ratones HLA-B*07:02+, tal y como se indica en la Figura 44. Los resultados representan la media de 
tres a nueve experimentos independientes. 
 
 En cuanto a la inmunogenicidad de los ligandos de HLA-B*27:05, se detectó 
respuesta mediada por IFNγ en seis de los nueve péptidos estudiados: L 2089-2097, M 169-
177, M2 150-159, N 100-109, N 184-194 y N 195-205. Dichas respuestas fueron de 
aproximadamente la misma magnitud para todos ellos, si bien se encontró diferencia 
estadística entre el epítopo que generaba mayor respuesta (NP 184-194) y el que 
provocaba menor secreción de IFNγ (L 2089-2097) (Figura 46). Sin embargo, no se 
detectó reconocimiento específico de tres de los ligandos previamente descritos: M 
76-84, NS 37-45 y P 198-208. La ausencia de respuesta por parte de las células T para estos 
tres ligandos en el presente modelo de ratones transgénicos para HLA-B*27:05+ podría 
explicarse por las divergencias respecto a seres humanos en elementos específicos de 
la respuesta inmunológica mediada por HLA de clase I, como pueden ser la ausencia 
de la aminopeptidasa ERAP2 [205] o diferencias entre la maquinaria de 









Figura 46. Inmunogenicidad de los ligandos virales de HRSV en ratones transgénicos para HLA-
B*27:05. La activación de las células CD8+ se analizó mediante ensayos ELISPOT con células del bazo de 
ratones HLA-B*27:05+, tal y como se indica en la Figura 44. Los resultados representan la media de tres a 
nueve experimentos independientes. 
 
Debido a la ausencia de modelos múridos transgénicos para las moléculas HLA-
C*04:01 y –C*07:02, no se pudieron llevar a cabo ensayos de respuesta in vivo con los  
ligandos M 188-198 y G 25-33, asociados respectivamente a cada una de estas moléculas 
presentadoras de clase I.  
 
3.8 Los grupos transcripcionales también determinan la respuesta de células T 
específica de HLA de clase I. 
 
Teniendo en cuenta el número de epítopos identificados restringidos por las 
tres moléculas HLA de clase I estudiadas, se determinó que un 73% (8 de 11) de ellos 
provenían de proteínas codificadas por genes del grupo transcripcional 3’, mientras 
que tan solo un 18% (2 de 11) o 9% (1 de 11) de los epítopos formaban parte de 











Por otra parte, en cada uno de los modelos múridos transgénicos para HLA 
estudiados, los epítopos individuales pertenecientes al grupo 3’ mostraron mayor 
respuesta de secreción de IFNγ específica que la desplegada por los ligandos de los 
grupos intermedio o 5’, como se aprecia en las Figuras 44, 45 y 46. La cuantificación 
de la respuesta específica mediada por IFNγ en respuesta a los once epítopos 
presentados por las tres moléculas HLA de clase I reveló que un 91% de la respuesta 
global específica de células T se encuentra dirigida contra epítopos situados en las 
proteínas codificadas por genes del grupo transcripcional 3’ (98% en HLA-A*02:01, 
100% en –B*07:02 y 88% en –B*27:05), en tanto que los grupos intermedio y 5’ 
únicamente contribuyen a la respuesta global con un 6% y un 3%, respectivamente 
(Figura 47). Por tanto, la jerarquía en la respuesta mediada por HLA de clase I 
específica de células T contra HRSV es dependiente del grupo transcripcional viral.  
 
 
Figura 47. Relación de los epítopos de HRSV restringidos por HLA de clase I con el genoma, 
transcriptoma y proteoma de HRSV. Representación esquemática del genoma de HRSV siguiendo las 
convenciones de la Figura 41. En a se representa con un triángulo debajo de cada gen la posición de los 
epítopos restringidos por  HLA de clase I aislados en células infectadas con HRSV. Asimismo, para cada 
gen se indica el número total de epítopos detectados. También se representan, tal y como se describe 
en la Figura 41, en b el gradiente transcripcional y en c el porcentaje de proteoma, así como en d el 
porcentaje de epítopos virales presentados por HLA de clase I detectados en cada grupo transcripcional 
y en e el porcentaje global de respuesta inmunológica mediada por IFNγ detectada en ratones 
transgénicos para las diferentes moléculas HLA de clase I. 
 
3.9 La afinidad de unión de los ligandos de HRSV no influye en la capacidad de 
respuesta ni se ve afectada por la transcripción viral. 
 
A continuación se llevaron a cabo diferentes análisis comparativos para 
evaluar la existencia de factores adicionales que pudieran influir en la magnitud de 
la respuesta inmunológica de células T secretoras de IFNγ para los epítopos de 
proteínas codificadas por genes del grupo transcripcional 3’. La primera hipótesis a 
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presentadoras podría determinar el grado de respuesta inmunológica medida como 
secreción de IFNγ, tal y como ocurría en el caso de los ligandos de HCV descritos 
anteriormente en la presente memoria (Figuras 10 y 11). No obstante, el análisis 
mostró una ausencia de correlación entre estos dos parámetros (r2 = 0,025), por lo 
que la afinidad de unión de cada ligando no se relaciona con la respuesta de células T 
frente a los diferentes epítopos virales (Figura 48A). 
Alternativamente, otra hipótesis considerada fue si los ligandos de HRSV más 
frecuentes (procedentes del grupo transcripcional 3’) podrían ser de hecho los que 
mostrasen una menor afinidad y su presencia sólo se debiese a que son mucho más 
abundantes que otros ligandos, más afines pero menos frecuentes, provenientes de 
los grupos con menor tasa de transcripción. Sin embargo, al realizar un análisis 
comparativo entre la afinidad de unión de los diferentes ligandos y los grupos 
transcripcionales a los que pertenecían, se observó una ausencia total de correlación 
(Figura 48B). Por tanto, la capacidad de unión de los ligandos de HLA de clase I 
detectados por espectrometría de masas no viene determinada por el grupo 
transcripcional del cual derivan. 
 
Figura 48. Análisis de la afinidad de los ligandos virales presentados por HLA de clase I frente a la 
respuesta de células T y a los grupos transcripcionales de HRSV. Los diferentes ligandos de HRSV se 
representan como puntos de distinto color atendiendo al grupo transcripcional al cual pertenecen, tal y 
como se indica en la leyenda. Panel A: Se representa en un diagrama de puntos la afinidad de unión a 
las moléculas HLA frente a la inmunogenicidad de los epítopos de HRSV, expresadas respectivamente 
como valores de EC50 extraídos de los diferentes ensayos de estabilización (Figuras 17, 38 y 39) y la 
respuesta de células T IFNγ+ obtenido en las Figuras 44, 45 y 46. El coeficiente  se de determinación
indica en el recuadro de la parte superior derecha. Panel B: Los diferentes valores de afinidad de unión 
de los péptidos virales sintéticos, expresados como las EC50, se disponen en los grupos transcripcionales 















3.10 El tamaño de las proteínas provenientes del grupo transcripcional 3’ 
determina la inmunoprevalencia e inmunodominancia de la respuesta de 
clase I frente a HRSV. 
 
Como se ha descrito previamente, el tamaño de las proteínas de HRSV no 
determina el número de ligandos de HLA de clase I que se generan (Figura 40), tal y 
como ilustra el hecho de que en la polimerasa, constituyendo casi la mitad del 
proteoma viral, solo se identificó un ligando en el conjunto de moléculas 
presentadoras analizadas. No obstante, un segundo análisis de correlación que incluía 
únicamente ligandos procedentes del grupo 3’ reveló que la prevalencia de los 
ligandos de HLA de clase I provenientes de proteínas codificadas por genes de este 
grupo transcripcional es proporcional al tamaño respectivo de cada proteína viral 
(Figura 49). 
 
Figura 49. Relación entre el 
tamaño de las proteínas del 
grupo 3’ y el número de 
ligandos de HLA de clase I 
derivados de ellas. Se 
muestra mediante un 
diagrama de puntos el 
número de ligandos frente al 
tamaño de las cinco proteínas 
del grupo transcripcional 3’. 
Además, se representa la 
recta obtenida por regresión 
lineal que mejor se ajusta a 
los puntos. El coeficiente de 
determinación se indica en el 




Como se puede observar, además de ser la proteína de mayor tamaño dentro 
del grupo 3’ y por ello la mayor fuente de ligandos de HLA de clase I, la 
nucleoproteína de HRSV es la molécula contra la cual se focaliza la mayoría de la 
respuesta de células T restringida por HLA de clase I, tanto en número de epítopos (5 
de 12 en el grupo transcripcional 3’) como en respuesta global por IFNγ+ (el 87% del 
grupo 3’) (Figura 47). Es por ello que esta proteína sería, en vista a los datos aquí 
expuestos, la mejor candidata para formar parte de un vector vacunal diseñado para 





4 MIMETISMO ANTIGÉNICO ENTRE LIGANDOS RESTRINGIDOS POR 
HLA-B*27 PROCEDENTES DE CHLAMYDIA TRACHOMATIS Y 
HUMANOS 
 
4.1 La inmunización de ratones transgénicos para HLA-B*27:05 con DNAP 211-221  
genera células T capaces de reconocer  específicamente DNAP 211-223. 
 
Para evaluar la respuesta generada por dos ligandos bacterianos procedentes 
de la primasa de DNA (DNAP) del parásito intracelular humano Chlamydia 
trachomatis (Tabla 12) que previamente se habían postulado como posibles péptidos 
artritogénicos [207,208], así como la posible reactividad cruzada con el ligando 
endógeno B27 309-320 (Tabla 12) presentado por subtipos de HLA-B*27 asociados a SpA 
[209], se utilizó un modelo de ratones transgénicos para HLA-B*27:05. La 
inmunización de los animales se realizó mediante la inoculación por vía subcutánea 
de una emulsión de adyuvante incompleto de Freund que contenía uno de los 
péptidos bacterianos (DNAP 211-221 o DNAP 211-223) junto al epítopo adyuvante de la 
proteína del núcleo del virus de la hepatitis B. 
 
Tabla 12. Resumen de los ligandos utilizados para los ensayos ELISPOT en ratones transgénicos para 
HLA-B*27:05. 
Péptido ª Organismo Proteína Longitud Secuencia b Referencia 
B27 309-320 Homo sapiens HLA-B*27 12 RRKSSGGKGGSY [209] 
DNAP 211-221 C. trachomatis Primasa de DNA 11 RRFKEGGRGGK [207] 
DNAP 211-223 C. trachomatis Primasa de DNA 13 RRFKEGGRGGKYI [208] 
      
H3.3 19-27
 c Homo sapiens Histona H3.3 9 RRYQKSTEL [210] 
ª Los péptidos procedentes de Chlamydia trachomatis proceden del serovar L2. 
b Se muestran destacados en negrita los residuos de las secuencias bacterianas idénticos al ligando 
endógeno humano B27 309-320.  
C H3.3 19-27 se utilizó como control negativo. 
 
En primer lugar se evaluó la respuesta mediada por IFNγ en ratones HLA-
B*27:05+ de sexo masculino inmunizados con el undecámero bacteriano DNAP 211-221 
(Figura 50). Los resultados mostraron un reconocimiento específico del propio ligando 
bacteriano DNAP 211-221. Asimismo, se observó una respuesta específica frente al 
tridecámero DNAP 211-223 de magnitud similar a la obtenida con el undecámero 
bacteriano. No se detectó  respuesta de células T secretoras de IFNγ en los controles 
negativos que consistían en esplenocitos incubados sin estímulo alguno o incubados 
en presencia de otro ligando humano de HLA-B*27:05, el péptido H3.3 19-27. 
Finalmente, tampoco se detectó ninguna respuesta apreciable frente al ligando 






Figura 50. Inmunogenicidad del péptido DNAP 211-221 de C. trachomatis en ratones de sexo 
masculino transgénicos para HLA-B*27:05. Panel A: Las células de bazo procedentes de ratones 
transgénicos para HLA-B*27:05 se estimularon con los péptidos sintéticos indicados en la parte inferior 
para cuantificar la respuesta mediada por IFNγ. Los resultados muestran la media de cuatro 
experimentos independientes realizados con ratones inmunizados con DNAP 211-221. Los valores 
significativos (p < 0,05) se indican con un asterisco y se representan en color blanco o negro para 
señalar diferencias estadísticas respecto al control negativo sin péptido o respecto al péptido endógeno 
B27 309-320, respectivamente. Panel B: Pocillos representativos de un ensayo de detección de IFNγ 
mediante la técnica ELISPOT. En la parte superior de cada pocillo se indica el péptido sintético 
utilizado. 
 
Estos resultados indican que las células T restringidas por HLA-B*27:05 
originadas contra DNAP 211-221 son capaces de reconocer específicamente el ligando 






4.2 Las células T provenientes de ratones transgénicos para HLA-B*27:05 
inmunizados con DNAP 211-223 son capaces de reconocer específicamente 
tanto el péptido bacteriano DNAP 211-221 como el ligando endógeno humano 
B27 309-320. 
 
Paralelamente a los ensayos descritos en el apartado anterior, se realizó el 
análisis de la respuesta de células T específica de péptido en ratones HLA-B*27:05+ de 
sexo masculino generada utilizando el tridecámero bacteriano DNAP 211-223 como 
inmunógeno. Al igual que en el ensayo anterior, se comprobó el reconocimiento 
específico de los esplenocitos de los animales transgénicos inmunizados con este 
tridecámero frente a los péptidos bacterianos y endógenos mediante la técnica de 
detección de IFNγ por ELISPOT (Figura 51). 
 
Figura 51. Inmunogenicidad del péptido DNAP 211-223 de C. trachomatis en ratones de sexo 
masculino transgénicos para HLA-B*27:05. Los resultados obtenidos mediante la detección de IFNγ por 
ELISPOT en ratones transgénicos para HLA-B*27:05 con los distintos péptidos sintéticos se representan 
según las convenciones de la Figura 50. Los resultados muestran la media de cuatro experimentos 





En estos ensayos se observó de nuevo reconocimiento específico de ambos 
péptidos bacterianos, el cual era complementario al descrito en el apartado anterior 
para los ratones inmunizados con DNAP 211-221. De esta forma, los esplenocitos de 
ratones inmunizados con DNAP 211-223 secretaban cantidades de IFNγ similares cuando 
se les estimuló con el undecámero bacteriano o con el propio tridecámero. Como en 
el caso anterior, los datos no revelaron respuesta alguna en ausencia de estímulo ni 
frente al péptido irrelevante restringido por HLA-B*27:05 H3.3 19-27. Sin embargo y 
muy destacablemente, las células del bazo activadas frente a DNAP 211-223 se 
estimularon también en presencia del ligando endógeno humano B27 309-320, 
alcanzando niveles de secreción de IFNγ similares a los obtenidos con los epítopos 
bacterianos (Figura 51).  
Estos resultados indican que las células T restringidas por HLA-B*27:05 
generadas contra el tridecámero de Chlamydia DNAP 211-223 muestran reconocimiento 
específico de tanto el péptido bacteriano corto DNAP 211-221 como el ligando endógeno 
B27 309-320, el cual se presenta exclusivamente por los subtipos de HLA-B*27 asociados 
a la SpA. 
 
4.3 Los péptidos bacterianos DNAP 211-221 y DNAP 211-223 son incapaces de 
generar respuestas mediadas por IFNγ en ratones del haplotipo H-2b. 
 
Además del propio transgén humano, los ratones HLA-B*27:05+ poseen los 
genes para las moléculas del MHC de clase I correspondientes al haplotipo múrido H-
2b. Esta cepa transgénica carece de los genes para la β2 microglobulina múrida pero, 
debido a que dispone de los genes que codifican para la β2 microglobulina humana, 
los ratones expresan eficientemente las diferentes moléculas del MHC de ratón en la 
superficie de sus células [190].  Por tanto, con el objetivo de descartar la posible 
intervención de las moléculas del MHC múrido en la presentación de los péptidos 
sintéticos anteriormente descritos, se llevaron a cabo una serie de experimentos 
utilizando la cepa C57BL/6 silvestre, que al igual que los ratones transgénicos para 
HLA-B*27:05 también expresa el haplotipo H-2b. La metodología utilizada fue idéntica 
a la empleada en los ratones HLA-B*27:05+: los ratones de sexo masculino fueron 
inmunizados con cada uno de los dos péptidos de Chlamydia (DNAP 211-221 o DNAP 211-
223) y posteriormente sus esplenocitos se enfrentaron a los diferentes péptidos 
endógenos y bacterianos en ensayos ELISPOT de secreción de IFNγ. 
El análisis de los resultados reveló que la inmunización con los péptidos  
bacterianos inducía una secreción de IFNγ en los esplenocitos incubados con los 
diferentes péptidos sintéticos, tanto bacterianos como humanos, indistinguible 
estadísticamente de la registrada cuando las células del bazo se incubaban sin 
estímulo alguno. La ausencia de reconocimiento específico se observó tanto en los 
ratones C57BL/6 inmunizados con el undecámero DNAP 211-221 (Figura 52A) como en 






Figura 52. Inmunogenicidad de los péptidos DNAP 211-221 y DNAP 211-223 de C. trachomatis en ratones 
C57BL/6 de sexo masculino. Las células de bazo procedentes de ratones C57BL/6 se estimularon con 
los péptidos sintéticos indicados en la parte inferior para cuantificar mediante ELISPOT la respuesta 
mediada por IFNγ. Los resultados muestran la media de dos experimentos independientes realizados con 
ratones inmunizados respectivamente con DNAP 211-221 (panel A) o DNAP 211-223 (panel B).  
 
Estos datos indican que los péptidos derivados de la primasa de DNA de 
Chlamydia DNAP 211-221 y DNAP 211-223 son incapaces de inducir respuestas de células T 
mediadas por IFNγ restringidas por moléculas del MHC de clase I H-2b, confirmando 
por consiguiente que la respuesta obtenida en los animales transgénicos se encuentra 
restringida específicamente por la molécula HLA-B*27:05. 
 
4.4 La reactividad cruzada entre el epítopo bacteriano DNAP 211-223 y el ligando 
endógeno humano B27 309-320 se encuentra ausente en ratones transgénicos 
para HLA-B*27:05 de sexo femenino. 
 
La cepa de ratones transgénicos para HLA-B*27:05 utilizada muestra una 
predisposición a desarrollar características clínicas relacionadas con la artritis, tales 
como cambios en las uñas, pérdida de pelo e inflamación en las patas traseras. 
Además, los ratones de sexo masculino desarrollan los síntomas en mayor proporción 
y con mayor severidad que los ratones de sexo femenino [190]. Teniendo en cuenta 
estas observaciones, se llevaron a cabo análisis de la respuesta mediada por células T 
para comprobar si existía alguna diferencia en la reacción cruzada entre el epítopo 
bacteriano DNAP 211-223 y el péptido endógeno B27 309-320 registrada en ratones macho 
transgénicos para HLA-B*27:05 frente a la desarrollada en ratones hembra. De este 
modo, se llevaron a cabo experimentos de respuesta dependiente de IFNγ en ratones 
de sexo femenino inmunizados con el péptido de C. trachomatis DNAP 211-223, tal y 
como se había realizado previamente con los ratones macho. 
Como se ha descrito en las secciones anteriores con ratones de sexo 




inmunizados con el tridecámero DNAP 211-223 mostraban respuesta frente a dicho 
péptido y reconocimiento del undecámero DNAP 211-221. No obstante, no se observó 
respuesta frente al ligando endógeno B27 309-320 por parte de los esplenocitos 
provenientes de ratones de sexo femenino, cuyos niveles de secreción de IFNγ fueron 
indistinguibles estadísticamente de los controles de células incubadas sin estímulo o 




Figura 53. Inmunogenicidad del péptido DNAP 211-223 de C. trachomatis en ratones de sexo femenino 
transgénicos para HLA-B*27:05. Los resultados obtenidos mediante la detección de IFNγ por ELISPOT 
en ratones de sexo femenino transgénicos para HLA-B*27:05 con los distintos péptidos sintéticos se 
representan según las convenciones de la Figura 50A. Los resultados muestran la media de cuatro 
experimentos independientes realizados con ratones inmunizados con DNAP 211-221. 
 
 Por tanto, los datos obtenidos en ratones HLA-B*27:05+ hembra indican que los 
esplenocitos originados contra DNAP 211-223 son capaces de reconocer este péptido 
bacteriano así como su homólogo más corto DNAP 211-221, pero son incapaces de 
responder frente al epítopo B27 309-320 endógeno humano. Estos resultados contrastan 
notoriamente con los obtenidos en ratones de sexo masculino inmunizados con DNAP 
211-223 (Figura 51), en los que se registró una reacción cruzada notable entre el ligando 
bacteriano DNAP 211-223 y el ligando endógeno presentado por subtipos de HLA-B*27 























































1 EL POLIMORFISMO DE LAS MOLÉCULAS DEL MHC DE CLASE I 
INFLUYE EN LA INMUNODOMINANCIA DE LOS EPÍTOPOS VIRALES 
 
En el estudio de la respuesta inmunológica frente a HCV se habían 
identificado previamente tres epítopos de células T CD8+ restringidos por HLA-B*27 
localizados en las posiciones 403-411, 424-432 y 519-527, respectivamente, de la 
proteína NS5B (Tabla 1) [168]. Dos de estos epítopos, NS5B 424-432 y NS5B 519-527, eran 
reconocidos frecuentemente en pacientes HLA-B*27:05+ con infecciones agudas por el 
genotipo 1 de HCV, y en donde aparecían repetidamente mutaciones de escape viral 
en infecciones crónicas. En el caso del epítopo inmunodominante NS5B 424-432, los 
cambios introducidos como consecuencia de las mutaciones de escape no afectaban 
al motivo de anclaje principal para la unión a HLA-B*27, Arg en P2. Sin embargo, 
estos cambios afectaban al reconocimiento específico de las células T secretoras de 
IFNγ ya que modificaban los residuos en posiciones 1, 4, 6 y 7 del epítopo [168]. Por 
otro lado, el epítopo NS5B 519-527 exhibía mutaciones de escape viral tanto en el 
motivo de anclaje principal de las moléculas HLA-B*27 como residuos considerados de 
contacto con el TCR, fundamentalmente en la posición 5. Consecuentemente, los 
ensayos previos determinaron que la capacidad de unión de los epítopos a HLA-B*27 
se reducía drásticamente en las variantes con sustituciones en el residuo de Arg en 
P2, mientras que ésta no se veía afectada en absoluto en los mutantes en P5 [169]. 
En la presente tesis doctoral se ha procedido a analizar NS5B 403-411, el tercer epítopo 
viral restringido por HLA-B*27. 
NS5B 403-411 se había considerado inicialmente una diana minoritaria para las 
células T CD8+ restringidas por HLA-B*27 dado que en la búsqueda inicial de epítopos 
en pacientes HLA-B*27+ con infección por HCV solamente se halló reconocimiento 
específico frente a este epítopo en un único individuo de origen siciliano con 
infección aguda por el subtipo 1a. Por el contrario, no se detectó respuesta alguna 
de células T CD8+ frente a este epítopo en dos cohortes de pacientes HLA-B*27:05+, 
constituidas respectivamente por seis individuos irlandeses y ocho alemanes, con 
infección por el subtipo 1b de HCV. El motivo de que la respuesta se limitase a un 
solo individuo no se debía a que la secuencia de NS5B 403-411 fuese específica del 
subtipo viral que infectaba a este paciente puesto que la secuencia de este epítopo 
se encuentra conservada entre los diferentes genotipos y subtipos que infectaban al 
resto de sujetos. Curiosamente, el paciente siciliano era el único que expresaba el 
subtipo HLA-B*27:02 mientras que el resto de individuos expresaban el subtipo 
mayoritario B*27:05. Por ello, se realizó una búsqueda más exhaustiva de este 
epítopo en pacientes HLA-B*27:02+ con infección por HCV. Los análisis de secuencia 
viral de NS5B 403-411 indicaron que en individuos HLA-B*27:02
+ con infección crónica se 
detectaban muy frecuentemente (en el 92% de los casos) sustituciones de Arg por Lys 
en P2, el motivo de anclaje principal para HLA-B*27. Sin embargo, al realizar el 
mismo tipo de análisis en pacientes HLA-B*27:05+, estas sustituciones conservativas 
sólo aparecían en el 2% de los casos, de modo que se encontraban prácticamente 
ausentes. Estos datos sugerían que las variantes en P2 podrían tratarse de 





Los datos de los ensayos de estabilización de complejos péptido-HLA 
expuestos en esta memoria de tesis sugieren que la restricción de la respuesta frente 
a NS5B 403-411 por exclusivamente el subtipo HLA-B*27:02 podría deberse a una mayor 
afinidad de unión del epítopo a este subtipo de HLA-B*27 particular, mientras que en 
B*27:05 la unión sería más débil (Figuras 10 y 11). Esta diferencia podría ser 
suficiente para que la presentación de este epítopo por HLA-B*27:05 disminuyera y la 
respuesta por células T CD8+ se concentrase en el resto de epítopos, especialmente 
NS5B 424-432. Asimismo, los datos muestran que la sustitución en NS5B 403-411 del residuo 
de Arg por Lys en P2 afecta gravemente a la capacidad de unión a la molécula HLA-
B*27:02 (Figura 12). El péptido que posee Lys en el motivo de anclaje principal para 
HLA-B*27 muestra tan solo una unión muy residual a la molécula de clase I que muy 
probablemente impida su presentación efectiva por HLA-B*27:02 en la membrana de 
los hepatocitos infectados, imposibilitando el reconocimiento por células T CD8+ 
específicas del epítopo silvestre. Por tanto, estos resultados indican que el cambio 
conservativo de Arg por Lys podría tratarse de una mutación de escape viral 
consecuencia de la presión selectiva ejercida por las células T CD8+ en el contexto de 
únicamente HLA-B*27:02. 
Estos resultados son consistentes con los obtenidos paralelamente por el 
grupo del Dr. Neumann-Haefelin de la Universidad de Friburgo, con el cual se 
mantuvo una colaboración. Este equipo observó que las líneas de CTLs específicas de 
NS5B 403-411 obtenidas en el paciente HLA-B*27:02
+ eran incapaces de reconocer el 
epítopo presentado en líneas celulares linfoblastoides B*27:05+, aunque sí respondían 
cuando se utilizaban líneas B*27:02+. Además, la sustitución de Arg por Lys en P2 de 
NS5B 403-411 impedía totalmente el reconocimiento específico por líneas de CTLs 
específicos de NS5B 403-411 que, por otra parte, sí respondían específicamente frente a 
células cargadas con el epítopo que poseía Arg en P2. Estos datos, en conjunto con 
los presentados en esta memoria, apoyan la conclusión de que las diferencias 
observadas en la inmunodominancia frente al epítopo NS5B 403-411 en pacientes con 
diferentes alelos de HLA-B*27 se deben principalmente a las características 
diferenciales de unión a los subtipos, aunque no se puede descartar el posible papel 
de otros factores como, por ejemplo, la diferente frecuencia de precursores 
indiferenciados de células T específicos del mencionado epítopo [211].   
Además, los datos expuestos en esta tesis permiten explicar por qué NS5B 403-
411  se había catalogado en principio como un epítopo subdominante en la respuesta 
global mediada por HLA-B*27. Dado que se había obviado el polimorfismo dentro de 
la familia HLA-B*27, el perfil de inmunodominancia frente a los distintos epítopos de 
NS5B venía determinado por la variedad y proporción de los subtipos de HLA-B*27 
analizados en cohortes europeas. De este modo, los epítopos restringidos por el 
subtipo prototípico HLA-B*27:05, más abundante en las poblaciones del norte de 
Europa, siempre serían más frecuentes que los presentados por HLA-B*27:02, un 
subtipo habitual en habitantes de la cuenca mediterránea pero poco común a nivel 
global (Figura 4). Sobre esta base y teniendo en cuenta que en las poblaciones 
asiáticas los alelos B*27:02 y B*27:05 son muy minoritarios entre los individuos HLA-
B*27+ mientras que B*27:04 y B*27:06 son los predominantes (Figura 4), se procedió a 
realizar un análisis de la afinidad de unión en estos dos subtipos con los tres epítopos 




realizado ningún estudio acerca de la respuesta de células T en pacientes orientales 
infectados con HCV. Los resultados obtenidos sugieren que el epítopo descrito como 
inmunodominante para HLA-B*27:05, NS5B 424-432, tendría una importancia marginal 
en la respuesta restringida por HLA-B*27:04 ya que su capacidad de unión es 
considerablemente menor que en otros subtipos (Figura 13 y Tabla 2). Igualmente, 
los datos obtenidos en HLA-B*27:06 señalan que el epítopo NS5B 519-526 probablemente 
no tenga ninguna relevancia en la respuesta restringida por este subtipo puesto que 
su afinidad de unión por la molécula de clase I es bastante limitada respecto al resto 
de epítopos (Figura 14). Aunque serían necesarios estudios que validasen estas 
predicciones y analizasen la presencia de nuevos epítopos de HCV en pacientes 
B*27:04+ y B*27:06+, todos estos datos en conjunto apoyan la conclusión de que la 
diversidad genética del hospedador a nivel de subtipo tiene un impacto importante 
en el reconocimiento de epítopos. Esta variabilidad genética podría afectar a las 
respuestas inmunológicas protectoras del mismo modo que influye la diversidad 
genética en HCV, donde los diferentes genotipos contienen o no epítopos protectores 
específicos [212].  
Aunque la capacidad protectora de HLA-B*27 frente a la infección por HCV se 
encuentra generalmente aceptada, los datos epidemiológicos de los que se dispone 
hasta la fecha son todavía escasos. El primer estudio que describe el papel protector 
de HLA-B*27 frente a la infección por HCV se llevó a cabo en cohortes de pacientes 
irlandeses, donde la población expresa casi exclusivamente el alelo HLA-B*27:05 
[159]. Un segundo estudio que analizaba las frecuencias alélicas de pacientes 
estadounidenses en espera de una trasplante hepático debido a HCV, cohorte donde 
B*27:05 es considerablemente el alelo más común, también apoyaba el papel 
protector de HLA-B*27 aunque más moderadamente [213]. Por último, en contraste 
con los trabajos mencionados previamente, un estudio realizado con pacientes en 
Alemania determinó que HLA-B*27 tenía un efecto neutral frente a la infección por 
HCV [214]. Todos estos estudios ponen de relieve la ausencia de datos que analicen el 
impacto del polimorfismo de HLA de clase I a alta resolución (es decir, a nivel de 
subtipo) en el curso de la infección por HCV. Este tipo de trabajos podrían 
determinar si los subtipos HLA-B*27:02, -B*27:04 y -B*27:06 tienen un efecto 
protector similar o diferente a HLA-B*27:05 frente a la infección por HCV u otros 
patógenos, como HIV, para los cuales HLA-B*27 se ha definido como un factor 
protector [215]. En este sentido, pese a que únicamente se utilizó como control 
positivo en los ensayos, los resultados obtenidos con el péptido derivado de gap p24 
de HIV indican que, aunque se trate del epítopo inmunodominante en la respuesta 
restringida por HLA-B*27 frente a este retrovirus [186], podría ser relevante 
únicamente en el contexto de subtipos en los que se muestra como un ligando de alta 
afinidad, como HLA-B*27:02 y -B*27:05, pero no en otros subtipos en los que la 
capacidad de unión es más limitada como son HLA-B*27:04 y –B*27:06 (Tabla 2). 
Los resultados de la presente tesis, además, estarían en consonancia con 
algunos estudios previos sobre los efectos diferenciales en el curso clínico de la 
infección para otros subtipos de moléculas HLA. Por ejemplo, a diferencia de los 
subtipos de riesgo HLA-B*35:03 y -B*35:02, el subtipo HLA-B*35:01 se considera de 
carácter neutral para la infección por HIV a pesar de diferir de los subtipos 




la observación de que aunque se diferencian en sólo tres residuos, los subtipos HLA-
B*58:01 y –B*58:02 muestran efectos antagónicos en el control de la viremia de HIV 
dado que el primero es protector y el segundo de riesgo frente a la infección 
retroviral [217]. Igualmente, HLA-B*38 es un factor de riesgo para la infección por 
HCV mientras que las moléculas altamente relacionadas de B*39 son protectoras, aun 
cuando únicamente se diferencian entre sí en seis residuos en los subtipos con mayor 
homología [213]. Por todo ello, aunque las diferencias entre moléculas HLA de clase I 
estrechamente relacionadas sean de unos pocos residuos, estos cambios pueden ser 
relevantes tanto en el reconocimiento por las células T CD8+ como en el control 
inmunológico de la infección.  
Por otra parte, los resultados expuestos en la presente memoria ponen de 
relieve la necesidad de incorporar el efecto del polimorfismo de HLA de clase I en la 
evaluación de la respuesta inmunológica mediada por células T CD8+. En el caso de 
HCV, la identificación de epítopos específicos de células T CD8+ se ha llevado a cabo 
principalmente en individuos caucásicos de Europa y América del Norte. Como en 
estos trabajos no se han considerado los diferentes subtipos de HLA de clase I, no se 
conoce con precisión la restricción por moléculas HLA exacta para la mayoría de los 
epítopos. Esto se debe a que habitualmente las familias HLA se definen por un 
subtipo prototípico que se encuentra mayoritariamente representado dentro de una 
población, como es HLA-A*02:01 para la familia HLA-A*02, B*07:02 para B*07 o 
B*27:05 para B*27. Sin embargo, la prevalencia de estos subtipos prototípicos puede 
disminuir hasta el punto de hallarse infrarrepresentado o incluso ausente dentro de 
un grupo étnico determinado (Allele Frequency Net Database [218]). Por tanto, las 
formulaciones vacunales poliepitópicas diseñadas a partir de los datos de este tipo de 
estudios podrían ofrecer una cobertura antigénica muy escasa en poblaciones o 
etnias cuyos subtipos de HLA difieran bastante de los prototípicos, dado que se 
excluirían epítopos de células T CD8+ protectores que estarían restringidos por 
moléculas HLA minoritarias. Este polimorfismo debería tenerse en cuenta sobre todo 
en regiones donde existen mezclas étnicas heterogéneas debido a los constantes 
flujos migratorios, como es el caso de Estados Unidos, Europa u Oriente Medio. Por 
todo ello, los hallazgos indicados en esta memoria podrían tener importantes 
implicaciones en la búsqueda de determinantes antigénicos y el diseño de vacunas 
frente a HCV ya que señalan la importancia del polimorfismo de HLA de clase I en la 
respuesta frente a diferentes epítopos. Además, aunque aún son necesarios estudios 
adicionales que determinen el efecto de los diferentes subtipos de HLA de clase I 
sobre epítopos individuales de diferentes virus, las observaciones aquí recogidas 
también podrían ser aplicables a los muchos patógenos en los cuales el papel de las 
células T CD8+ sea esencial en el control de la infección. 
Asimismo, es pertinente señalar que en ocasiones los tipos y subtipos de HLA 
menos frecuentes son los que pueden contribuir más determinantemente en el 
control de ciertas infecciones virales específicas [219]. Al fin y al cabo, después de 
las colonizaciones y otros movimientos poblacionales a gran escala, el factor que ha 
configurado la frecuencia relativa de los alelos HLA en las diferentes regiones 
geográficas es la presión ejercida por parásitos locales [220]. Esto se debe a que si el 
control de alguno de estos patógenos específicos se encuentra favorecido por algún 




enriquece en el gen que codifica para dicha molécula HLA como consecuencia de la 
morbilidad reducida y supervivencia selectiva de los individuos que expresan estos 
subtipos protectores. Llegado un momento, la presencia del alelo protector queda 
fijada en el acervo genético de la población y el subtipo de HLA clase I pasa a ser 
predominante dentro de todo el conjunto de moléculas de clase I. En la familia HLA-
B*27 en particular, se ha sugerido que la distribución global de los diferentes alelos 
podría estar determinada por la prevalencia de malaria, ya que en las áreas 
tropicales y ecuatoriales donde esta enfermedad es endémica se concentran los 
subtipos diferentes de HLA-B*27:05, mientras que esta molécula prototípica muestra 
alta prevalencia en latitudes más templadas o frías [76]. Todas estas nociones, en 
conjunción con los datos mostrados en esta memoria, indican que los estudios de 
vacunología deberían extenderse para incluir análisis más exhaustivos y globales de 
determinación de la respuesta en los diferentes subtipos. El objetivo de estos 
extensos análisis sería obtener una cobertura más amplia de los epítopos potenciales 
de CTLs, algunos de los cuales podrían ser fundamentales para combatir la infección. 
 
2 RELEVANCIA DE LOS MOTIVOS DE ANCLAJE MÍNIMOS COMUNES 
PARA HLA-B*27 
 
Utilizando análisis por espectrometría de masas a gran escala se ha logrado un 
conocimiento muy detallado del ligandoma de HLA-B*27:05 puesto que se han 
identificado más de 5.000 péptidos hasta la fecha [72,221-223]. Estos estudios han 
determinado de forma muy precisa la composición de los motivos de anclaje, tanto el 
principal como los considerados secundarios o auxiliares para este subtipo particular 
[73,222]. No obstante, hasta fechas muy recientes el conocimiento de los motivos de 
anclaje auxiliares y/o secundarios para el resto de subtipos de HLA-B*27 era muy 
limitado, pues únicamente se disponía de un número escaso de secuencias peptídicas 
asociadas a los diferentes subtipos. Además, no se había descrito ninguna 
característica que permitiera a un ligando ser presentado por la mayoría de subtipos 
de la familia HLA-B*27. Por todo lo ello, uno de los objetivos de la presente tesis ha 
consistido en alcanzar un conocimiento más detallado de los motivos de anclaje de 
las moléculas de la familia HLA-B*27, individualmente (preferencia de aminoácidos 
para cada subtipo) y en conjunto (motivos de anclaje comunes para todos los 
subtipos). 
 De esta forma, los ensayos de estabilización de complejos de péptidos 
sintéticos virales con moléculas HLA en células deficientes en TAP transfectadas con 
diferentes subtipos de moléculas HLA-B*27 han permitido configurar una panorámica 






Tabla 13. Resumen de la afinidad relativa de péptidos virales en diferentes subtipos de HLA-B*27. 
Péptido Secuencia ª B*27:05  B*27:03 B*27:04 B*27:06 B*27:09 B*27:01 B*27:02 
L 2089-2097 GRNEVFSNK 
b       
M 76-84 SRSALLAQM        
M 169-177 VRNKDLNTL        
M2 150-159 KRLPADVLKK        
NP 100-109 HRQDINGKEM        
NP 184-194 RRANNVLKNEM        
NP 195-205 KRYKGLLPKDI        
NS2 37-45 HRFIYLINH        
P 198-208 LRNEESEKMAK        
         
HIV gp160 500-508 KRAVGIGAL        
MV F 438-446 RRYPDAVYL        
Flu PB1 238-246 RRAIATPGM        
RRA7I RRAAAAAAAI        
         
Flu NP SRYWAIRTR        
a Los nuevos motivos de anclaje para la unión eficiente a HLA-B*27 se encuentran subrayados. 
b La afinidad de los péptidos sintéticos se representa con tonalidades sucesivamente más intensas de 
rojo, como se indican en la leyenda inferior, atendiendo al orden decreciente de valores de EC50 (no 




Así, el análisis de los resultados ha permitido identificar la secuencia Arg/Lys-
Arg-Xn-Ile/Leu/Met como la estructura peptídica mínima común para la unión 
eficiente de péptidos a siete subtipos de HLA-B*27 diferentes tanto filogenética como 
funcionalmente (Figura 15) [224,225] y, por extensión, probablemente a todas las 
moléculas del grupo alélico HLA-B*27 en general. Esta estructura tendría relevancia 
en el diseño racional de vacunas e inmunógenos cuyo objetivo sea estimular la 
respuesta de células T CD8+ restringida por muchas o todas las moléculas de la 
familia HLA-B*27, ya que éstas se encuentran distribuidas diferencialmente entre las 
diversas poblaciones humanas (Figura 4). Por ello, un péptido que disponga de los 
motivos de anclaje comunes determinados en la presente memoria será a priori un 
buen candidato para obtener respuestas de células T en el conjunto de individuos 
HLA-B*27+, sea cual fuere su alelo específico. Aun así, no se puede descartar la 
influencia de otros factores en la eficacia de un epítopo como agente inmunogénico, 
como son las diferencias en distintos elementos de la respuesta inmune como 
citoquinas y receptores de superficie [226], polimorfismos en la maquinaria de 
procesamiento y presentación antigénica [227,228] o el grado de conservación del 
epítopo entre diferentes variantes y cepas del patógeno [229,230]. 
Asimismo, estos datos pueden ser relevantes en el estudio de la etiología de 
las SpAs, ya que de existir uno o varios péptidos artritogénicos que desencadenaran 
estas enfermedades, éstos no deberían contener ni los motivos de anclaje mínimos 




aquí descritos ni ningún motivo de anclaje que garantizase su unión efectiva a los 
subtipos protectores. En este sentido, se ha sugerido que los péptidos artritogénicos 
podrían poseer Tyr en PΩ, residuo que permitiría la unión a los subtipos asociados a 
la enfermedad  pero impediría la unión del ligando a los subtipos protectores HLA-
B*27:06 y –B*27:09, debido al cambio en común a ambos de Asp en el residuo 116 de 
la cadena pesada (presente en B*27:05) por Tyr o His, respectivamente [231,232]. 
En trabajos previos se habían llevado a cabo análisis exhaustivos de respuestas 
de células T alorreactivas de individuos negativos para HLA-B*27 contra los subtipos 
B*27:02 [233], B*27:03 [225], B*27:04 [234], B*27:05 [225] y B*27:09 [235], cuyo fin era 
comprobar el grado de solapamiento de epítopos de células T entre diferentes 
subtipos. Estos estudios definían semejanzas funcionales entre las diferentes 
moléculas en el orden B*27:05 > B*27:09 > B*27:03 > B*27:02 > B*27:01 > B*27:04 > 
B*27:06. Este grado de solapamiento funcional coincide, en general, con los cambios 
en aminoácidos entre los diversos subtipos de HLA-B*27. No obstante, a diferencia de 
cuando se produce reconocimiento de epítopos de patógenos restringidos por 
moléculas HLA propias, estos clones de CTLs anti-HLA-B*27 pueden reconocer tanto 
los péptidos propios endógenos como diferentes residuos —incluidos los polimórficos— 
de la molécula del MHC alogénica [172], los cuales también contribuyen en el 
determinante antigénico que reconoce el CTL alogénico. De esta forma, los datos 
procedentes de estos estudios podrían ocultar tanto las propiedades de reactividad 
cruzada de los propios ligandos como el grado de relación funcional entre los 
diferentes subtipos de HLA-B*27. Por el contrario, los resultados mostrados en esta 
tesis doctoral únicamente se basan en los patrones de afinidad de varios de péptidos 
frente a los diferentes subtipos. Dado que las células en las que se han realizado los 
ensayos poseen maquinarias de procesamiento y presentación de antígenos similares, 
si no idénticas, los resultados aquí mostrados señalan una relación funcional entre los 
diferentes subtipos marcadamente diferente al obtenido mediante respuestas 
inmunológicas alogénicas, ya que se dispondría en el orden B*27:05 > B*27:09 > 
B*27:06 > B*27:04 > B*27:03 > B*27:01 = B*27:02. Asimismo, la asociación funcional 
entre subtipos que se ha establecido en la presente memoria mediante ensayos de 
afinidad con ligandos virales podría ser una aproximación más conveniente para 
determinar las propiedades de presentación de antígenos peptídicos en moléculas 
HLA-B*27, y esta información podría ser fácilmente aplicable al diseño racional de 
vacunas. 
Pocos estudios han analizado la unión antigénica y/o la presentación de los 
mismos ligandos virales por diferentes subtipos de HLA-B*27. Crotzer et al. 
analizaron cuatro ligandos del virus de Epstein-Barr (EBNA3C 258-266, RRIYDLIEL; 
EBNA3B 243-253, RRARSLSAERY; LMP2 236-244, RRRWRRLTV; EBNA3C 343-351, FRKAQIQGL) en 
relación a los subtipos B*27:02, B*27:04 y B*27:05, y observaron que únicamente el 
ligando EBNA3C 258-266 se reconocía en el contexto de los tres subtipos estudiados, 
mientras que LMP 236-244 se reconocía exclusivamente asociado a B*27:04 [236]. Sin 
embargo, en un estudio diferente, el ligando LMP 236-244 también se reconocía en el 
contexto de los cinco subtipos de HLA-B*27 analizados (B*27:02, B*27:04, B*27:05, 
B*27:06 y B*27:09), aunque únicamente por uno de los varios clones de CTLs 
utilizados {Fiorillo, 1998 1872 /id}. Por otra parte, los ligandos HIV gag 265-279 




subtipo B*27:02 como el B*27:05 [238]. Por último, tal y como se ha descrito en esta 
misma memoria, el péptido NS5B 403-411 de HCV (ARHTPVNSW) se encuentra asociado a 
HLA-B*27:02 pero no a B*27:05 (Figuras 10 y 11). De los siete epítopos virales 
anteriormente mencionados, únicamente EBNA3C 258-266 presenta el motivo de anclaje 
mínimo para la unión eficiente descrito en la presente memoria de tesis, y dicho 
péptido se encontraba restringido por los tres subtipos de HLA-B*27 analizados 
(B*27:02, B*27:04 y B*27:05). Por otra parte, de entre los ligandos endógenos de HLA-
B*27 procedentes de proteínas humanas, el procedente de la histona H3.3 (H3.3 19-27) 
es el único descrito con capacidad de unión a todos los subtipos de HLA-B*27 
analizados: B*27:01 [171], B*27:02 [239], B*27:03 [240], B*2704 [241], B*27:05 [210], 
B*27:06 [241] y B*27:09 [177]. Este ligando, correspondiente a la secuencia 
RRYQKSTEL, también posee un aminoácido básico en el extremo N-terminal y una 
cadena lateral hidrofóbica voluminosa en el residuo C-terminal, lo cual es consistente 
con los motivos de anclaje descritos en esta tesis. 
Si bien los primeros estudios que intentaban identificar los motivos de anclaje 
disponían de una resolución bastante limitada, dado que sólo se obtenían unas pocas 
decenas de secuencias para cada subtipo de HLA-B*27 [75], recientemente se han 
realizado sendos trabajos utilizando espectrometría de masas que han permitido un 
conocimiento más exhaustivo de las secuencias peptídicas restringidas por los 
diferentes subtipos de HLA-B*27 (Tabla 14). Por un lado, en el estudio realizado por 
García-Medel et al. se describieron más de 2.000 ligandos diferentes presentados por 
siete subtipos distintos [222]. De este modo, se identificaron 1.120 secuencias en 
B*27:02, 510 en B*27:03, 1.046 en B*27:04, 1.120 en B*27:05, 555 en B*27:06, 768 en 
B*27:07 y 743 en B*27:09, si bien muchas de estas secuencias son comunes entre 
diferentes subtipos. Este análisis identifica residuos hidrofóbicos y aromáticos como 
los más abundantes en PΩ en los diferentes subtipos de B*27, mientras que la 
preferencia en P1 resultó más difusa, con abundancia de Ala, Gly, His, Lys y Ser. No 
obstante, algunos subtipos exhibían notables excepciones: aquellos que poseen el 
cambio en la posición 116 respecto a B*27:05 no suelen acomodar péptidos con Tyr C-
terminal, mientras que el subtipo B*27:03 presenta preponderantemente aminoácidos 
básicos en P1. Posteriormente, en el trabajo realizado por Schittenhelm et al. se 
llevó a cabo la secuenciación de más de 7.500 péptidos de ocho alelos diferentes, 
obteniendo 3.417 secuencias en B*27:02, 926 en B*27:03, 1.283 en B*27:04, 2.132 en 
B*27:05, 1.196 en B*27:06, 2.185 en B*27:07, 2.185 en B*27:08 y 2.276 en B*27:09,  
aunque de nuevo muchas eran compartidas entre los subtipos [223]. Los datos de este 
trabajo sobre los motivos de anclaje identificados para cada subtipo son consistentes 
con las conclusiones extraídas en la presente memoria y los datos obtenidos en el 
estudio anteriormente comentado. Ahora bien, el estudio de Schittenhelm et al. 
postula una ausencia de ligandos con Met en PΩ en HLA-B*27:02 que no concuerda 
con los resultados expuestos en la presente tesis (Figuras 23 y 37) ni con los datos 
recogidos por García-Medel et al. Sin embargo, pese a esta discrepancia, los motivos 
de anclaje mínimos comunes identificados en la presente memoria (Arg o Lys en P1 e 
Ile, Leu o Met en PΩ) son habituales en todos los ligandos de los subtipos de HLA-B*27 
evaluados por espectrometría de masas en ambos estudios, si bien no son 
necesariamente los aminoácidos más frecuentes tal y como ilustra el ejemplo de que 
los residuos de Ile y Met se encuentran presentes en PΩ en todos los subtipos aunque 




Tabla 14. Motivos de anclaje para los subtipos de HLA-B*27 identificados por espectrometría de 
masas. 
 B*27:02 B*27:03 B*27:04 B*27:05 B*27:06 B*27:09 
P1  H, K ª  G G  
P2 R R R R R R 
PΩ F, Y, L F, Y, L F, Y, L F, L F, L F, L 
ª Los motivos de anclaje se representan por el código de aminoácidos de una letra y muestran 
únicamente los residuos que aparecen en más del 20% de los ligandos. Los datos provienen del trabajo 
de García-Medel et al. (en tipografía normal) [222] y de Schittenhelm et al. (en cursiva) [223]. 
Asimismo, se muestran en negrita los residuos coincidentes en ambos trabajos. El análisis del subtipo 
B*27:01 no se llevó a cabo en ninguno de los estudios de espectrometría de masas. 
 
Por otra parte, la información que se extrae en los ensayos de estabilización 
de moléculas HLA es diferente de la que se consigue mediante los análisis por 
espectrometría de masas, ya que en estos se identifican los residuos más frecuentes 
en las distintas posiciones, mientras que los ensayos de estabilización discriminan los 
péptidos que pueden unirse, independientemente de que sus motivos de anclaje 
estén abundantemente representados o no. Además, la aproximación experimental 
utilizada en la presente tesis podría ser fácilmente aplicable a otras familias y 
supertipos de HLA de clase I cuyos motivos de anclaje aún no hayan sido 
determinados al detalle de subtipo, y podrían utilizarse para validar las herramientas 
bioinformáticas de predicción de ligandos y agrupamiento funcional de moléculas del 
MHC [242]. Asimismo, estos datos también serían relevantes para los estudios de 
identificación de respuestas de células T citotóxicas contra virus y en el desarrollo 
racional de vacunas. 
 
3 PAPEL DEL GRADIENTE TRANSCRIPCIONAL DE LOS 
MONONEGAVIRALES EN LA INMUNOPREVALENCIA E 
INMUNODOMINANCIA DE LAS RESPUESTAS RESTRINGIDAS POR 
HLA DE CLASE I 
 
A lo largo de los últimos años, mediante la lisis de células infectadas con 
HRSV proseguida de la inmunoprecipitación de los complejos péptido-HLA y posterior 
análisis por espectrometría de masas se han podido identificar en nuestro laboratorio 
un total de dieciséis ligandos de HRSV, provenientes de nueve de las once proteínas 
codificadas por el genoma viral, que eran procesados y presentados por cinco 
moléculas HLA de clase I distintas. De este modo, se han obtenido tres ligandos 
restringidos por HLA-A*02:01, dos por –B*07:02 y uno por C*07:01 además de los 
nueve ligandos restringidos por HLA-B*27:05 [194] y otro restringido por HLA-C*04:01 
[198] (Tabla 10). A pesar de la importancia de los diferentes elementos de 
procesamiento y presentación de antígenos en la respuesta inmunológica frente a 
diferentes virus, aún se desconocen reglas generales que permitan describir cómo el 
sistema inmunológico selecciona ligandos de HLA de clase I en diferentes virus 




citados, a lo largo de esta tesis se han estudiado distintos parámetros de la respuesta 
inmunológica celular frente a HRSV en un intento de determinar las reglas de 
procesamiento y presentación de antígenos en este virus, si es que existen. Los 
análisis realizados en la presente tesis no han permitido encontrar ninguna relación 
entre la naturaleza química o el número de ligandos detectados y el contenido en 
residuos utilizados como motivos de anclaje o el tamaño de las proteínas (Tabla 11 y 
Figura 40). Sin embargo, se pudo encontrar una llamativa relación entre los ligandos 
de HLA de clase I identificados con una de las características básicas de la biología de 
HRSV: la transcripción por la polimerasa viral que configura un gradiente en la 
expresión génica del virus. 
Como ya se ha descrito en la introducción, los diez genes que forman parte 
del genoma de HRSV están dispuestos en el orden particular 3’ NS1-NS2–N–P–M–SH–G–
F-M2–L 5’ (Figura 8). La transcripción por la polimerasa viral del genoma de HRSV 
genera un gradiente en la síntesis de mRNA de modo que los genes más próximos al 
extremo 3’ son más frecuentemente transcritos [106]. Así, al igual que en otros 
Mononegavirales, como resultado de este gradiente transcripcional los genes de HRSV 
se han dividido en tres grupos atendiendo al nivel de expresión de mRNA: grupo 3’ de 
alta expresión de mRNA (NS1, NS2, N, P y M), grupo intermedio (SH, G, F, M2)  y el 
grupo  5’ de baja expresión de mRNA (L). Los resultados aquí expuestos describen 
que la mayoría de los dieciséis ligandos (un 75%) de HLA de clase I identificados 
provienen de proteínas codificadas por el grupo transcripcional 3’, un 19% del grupo 
intermedio (IM) y sólo un 6% eran del grupo 5’ (Figura 41). Esta relación 75:19:6 no 
concuerda con la que cabría esperar si los ligandos se distribuyeran al azar a lo largo 
del proteoma viral codificado por los diferentes grupos transcripcionales (relación 
23:29:48), pero coincide con el que cabría esperar en base a la abundancia de 
proteína relativa medida a partir de la síntesis y expresión de mRNA (relación 
82:19:6) (Figura 42). Por tanto, los grupos transcripcionales determinarían la 
inmunoprevalencia de los ligandos de HRSV asociados a las moléculas HLA de clase I. 
Además, los ensayos funcionales de respuesta inmunológica ex vivo utilizando 
ratones transgénicos para tres moléculas HLA (HLA-A*02:01, B*07:02 y B*27:05) 
mostraron que los tres epítopos de HLA-A*02:01, dos de B*07:02 y seis de B*27:05 
generaban secreción de IFNγ en células T (Figuras 44, 45 y 46). La distribución de 
estos epítopos atendiendo al grupo transcripcional al que pertenecen los genes que 
codifican para cada proteína se correlaciona con la distribución esperada teniendo en 
cuenta el gradiente de mRNA. Asimismo, la jerarquía en la respuesta global mediada 
por IFNγ también se explica por el gradiente transcripcional (Figura 47). Por el 
contrario, la respuesta específica de las células T CD8+ no se relacionaba ni con la 
afinidad de unión para las diferentes moléculas HLA (Figura 48A) ni existía una 
relación entre la afinidad de los ligandos y el grupo transcripcional (Figura 48B). Por 
tanto, el gradiente transcripcional también determina la inmunodominancia en las 
respuestas de células T restringidas por HLA de clase I frente a HRSV. 
Los resultados expuestos en la presente memoria de tesis son consistentes con  
observaciones realizadas en el virus del sarampión, otro miembro de la familia 
Paramyxoviridae. Así, un ligando codificado en la proteína C, que forma parte del 




ligandos, procedentes de la proteína M del grupo 3’ o de las proteínas F y H del grupo 
intermedio, eran subdominantes [243]. En este estudio no se pudieron correlacionar 
estos datos con el gradiente en la transcripción debido probablemente al reducido 
número de epítopos estudiados. Sin embargo, los resultados de este trabajo, en 
conjunto con los datos expuestos en la presente memoria de tesis, indican que en la 
familia Paramyxoviridae la regulación transcripcional es la principal característica 
que limita y determina tanto la naturaleza como la jerarquía —la inmunoprevalencia 
y la inmunodominancia— de la respuesta de células T restringida por moléculas HLA 
de clase I. 
Paralelamente, dos estudios previos que realizaban análisis bioinformáticos de 
ligandos procedentes de proteínas celulares endógenas hallaron que existía una 
mayor probabilidad de encontrar ligandos de HLA de clase I en aquellas proteínas 
codificadas por los mRNAs más abundantes, si bien algunos mRNAs poco transcritos 
también generaban una fracción considerable de ligandos [244,245]. Por el contrario, 
un estudio diferente, basado en el análisis de la expresión génica y la densidad de 
ligandos autólogos de HLA de aproximadamente trescientas proteínas, no logró hallar 
correlación alguna entre la expresión de mRNA y la abundancia de ligandos asociados 
a carcinoma renal [246]. 
Aunque la naturaleza e inmunodominancia de las respuestas de células T 
frente a epítopos particulares dependen de múltiples factores, algunos estudios 
subrayan la influencia de algunas características de los virus como es la expresión 
temporal de proteínas virales. Así, diferentes estudios han identificado 
reconocimiento específico de células T de antígenos tempranos, pero no tardíos, 
procedentes de tanto el virus de Epstein-Barr (EBV) [247] como de algunas cepas del 
virus vaccinia [248,249]. Sin embargo, aunque se ha hallado cierta correlación entre 
el comienzo de la expresión de proteínas con la presentación de epítopos del virus 
vaccinia, no se ha podido describir ninguna conexión entre la inmunodominancia y la 
abundancia de epítopos para este poxvirus [250]. 
En la presente tesis también se ha descrito una correlación entre el tamaño 
de las proteínas y el número de ligandos de HLA de clase I que derivan de ellas 
dentro del grupo transcripcional 3’ de HRSV, donde la mayoría de la respuesta 
mediada por IFNγ se concentra contra epítopos de la proteína más grande, la 
nucleoproteína (Figura 49). Estos datos obtenidos en ratones del haplotipo H-2b son 
consistentes con un trabajo anterior en el que se estimulaban células mononucleares 
de sangre periférica de adultos sanos con HRSV in vitro, de tal manera que la 
nucleoproteína de HRSV era la proteína que se reconocía más eficientemente por las 
células T específicas de diferentes donantes [251]. En este sentido, los datos de este 
estudio junto los expuestos en la presente memoria de tesis indican que la 
nucleoproteína debería ser el principal inmunógeno que formara parte de un vector 
vacunal cuyo objetivo fuera estimular la respuesta por células T CD8+ frente a HRSV.  
En resumen, el procesamiento y presentación de antígenos de epítopos de 
clase I procedentes de HRSV se modula jerárquicamente en dos niveles: en primer 
lugar, por la abundancia de las proteínas medidas como gradiente de transcripción 
del mRNA, y secundariamente, por el tamaño de las proteínas. Esta conclusión se 




HRSV en los cuales los distintos grupos transcripcionales del virus silvestre se 
intercambiasen (por ejemplo 5’-intermedio-3’). No obstante, esta aproximación 
experimental podría ser complicada puesto que está descrito que, pese a que el 
reordenamiento génico incrementa los niveles de mRNA de los genes próximos a 3’, 
la eficiencia de replicación de los virus recombinantes a los que les ha reordenado el 
genoma en tan solo dos o tres genes individuales se ve seriamente afectada [252]. No 
obstante, existen recombinantes de Parainfluenzavirus —otro miembro de los 
Mononegavirales― donde el gen de la proteína de fusión de HRSV se ha insertado en 
diferentes posiciones a lo largo del genoma, por lo que sería un buen modelo para 
comprobar la importancia del gradiente transcripcional en la respuesta inmunológica 
frente a la proteína de fusión en los diferentes recombinantes virales [253]. 
Por otra parte, los resultados de esta tesis son relevantes en el diseño de 
vacunas frente a HRSV. En la actualidad, los inmunógenos que forman parte de los 
candidatos vacunales contra este virus que se encuentran en fases preclínicas y 
clínicas se centran en diferentes variantes de la proteína de fusión (sitio web de 
PATH [121]). Sin embargo, los datos expuestos en la presente memoria sugieren que 
esta proteína sería relativamente ineficaz en el desarrollo de respuestas mediadas 
por células T CD8+. En contraste, una construcción vacunal (virus recombinantes del 
tipo adenovirus o vaccinia, o por plásmidos de DNA) diseñada para estimular la 
respuesta citotóxica frente a HRSV debería estar formada preferentemente por 
proteínas cuyos genes formen parte del grupo transcripcional 3’, ya que las proteínas 
codificadas por este grupo proporcionan el 75% de los ligandos de clase I y el 91% de 
la respuesta mediada por IFNγ mientras que las proteínas codificadas por el resto de 
grupos transcripcionales no son tan relevantes. Como el subproteoma derivado del 
grupo transcripcional 3’ es relativamente grande (1.151 residuos de los 4.536 que 
conforman la cepa Long de HRSV), el vector vacunal podría incluir exclusivamente el 
gen de la nucleoproteína, la principal diana de la respuesta de clase I, y proteínas 
grandes codificadas dentro del grupo 3’, como la proteína de la matriz. Como revelan 
los datos expuestos en esta tesis, sólo estas dos proteínas serían la fuente de la 
mitad de los ligandos de HLA de clase I presentados (8/16) y concentran más del 90% 
de la respuesta de IFNγ detectada. Por otra parte, pese a que los genes que las 
codifican forman parte del grupo 3’ y se pudieran perder epítopos, la inclusión de las 
proteínas no estructurales 1 y 2 no sería recomendable debido a que son moléculas 
que en la infección natural por HRSV afectan a diversas proteínas de señalización 
celular e interfieren en las funciones de moléculas como los interferones de tipo I y 
III y de células del sistema inmunológico como células dendríticas y macrófagos.  
Otro aspecto importante que se debería considerar en el diseño de vacunas 
contra HRSV es que en este virus existen dos subgrupos antigénicos, A y B. La mayoría 
de las proteínas de HRSV se encuentran altamente conservadas entre estos dos 
subgrupos (88-96% de coincidencia en aminoácidos), donde las mayores diferencias se 
registran entre las proteínas M2-2, G y SH que únicamente muestran un 61-71% de 
identidad entre subgrupos. Dentro de cada subgrupo, el porcentaje de coincidencia 
entre diferentes aislados virales es mucho mayor (97-100% de coincidencia) para 
todas las proteínas. Por tanto, sería razonable inferir un alto porcentaje de 
coincidencia entre los diferentes ligandos de HRSV restringidos por HLA de clase I 




para estos ligandos entre la cepa Long, utilizada originalmente en los estudios de 
espectrometría de masas, y dos o tres cepas representativas de los grupos A y B 
determinó un número significativo de variantes peptídicas en cepas del subgrupo A 
respecto a la cepa Long (4 de 16, un 25%) (Tabla 15). Asimismo, 10 de estos ligandos 
(un 63%) también se encuentran alterados en las cepas del subgrupo B en relación 
con la cepa Long con la que se realizaron los estudios (Tabla 15). Además de las 
pruebas que indican que las células T CD8+ del tracto respiratorio se encuentran en 
parte funcionalmente inactivadas en ratones infectados por HRSV [254], la 
presentación de ligandos no conservados de HRSV podría ser un mecanismo relevante 
en la reinfección por diferentes variantes de HRSV o por cepas de diferentes 
subgrupos antigénicos [255]. Por ello, la construcción vacunal contra HRSV debería 
incorporar las proteínas relevantes de al menos alguna cepa viral representativa de 
cada subgrupo antigénico de HRSV con el objetivo de limitar la pérdida de 
reactividad cruzada entre cepas.  
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Long KLIHLTNAL TQFPHFSSV RLLEITREFSV RPLSLETTITSL NPKASLLSL AITNAKII FISSGLYKL HRFIYLINH 
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Long HRQDINGKEM RRANNVLKNEM KRYKGLLPKDI LRNEESEKMAK SRSALLAQM VRNKDLNTL KRLPADVLKK GRNEVFSNK 
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a Las cepas Long, S2 y A2 pertenecen al subgrupo antigénico A, mientras que 9320, 18537 y B1 son representativas del 
subgrupo B. 
b ND indica que la secuencia no se encuentra disponible en las bases de datos. 
 
Finalmente, puesto que el mecanismo de gradiente transcripcional es 
prácticamente ubicuo dentro del orden Mononegavirales (con la notable excepción de 
la familia Bornaviridae), los datos presentados en esta memoria de tesis serían 
relevantes tanto en el análisis de la respuesta por CTLs como en el desarrollo de 
vacunas frente a otros miembros de este orden distintos de HRSV, si bien aún serían 
necesarios estudios confirmatorios adicionales utilizando otros miembros de los 
Mononegavirales (Figura 54). Así, los estudios inmunológicos de HLA de clase I 
deberían concentrarse sobre las proteínas inmunológicamente relevantes, es decir, 
las más grandes que estuviesen codificadas por genes de alta tasa de transcripción. 




del orden Mononegavirales como Rhabdoviridae y Filoviridae. Dicha estrategia sería 
muy relevante en la investigación de enfermedades altamente virulentas, como las 
provocadas por los virus del Ébola o de Marburgo, en las cuales se requiere un nivel 
de bioseguridad tipo IV para la manipulación de líneas celulares infectadas con los 
patógenos completos. Esta limitación se podría sortear mediante el uso de, por 
ejemplo, virus recombinantes inofensivos que codificaran para únicamente las 
proteínas del grupo transcripcional 3’, de los cuales se extraería la información 
inmunológica más relevante. 
 
Figura 54. Árbol filogenético del orden Mononegavirales. El árbol representa las cuatro familias 
principales del orden Mononegavirales —Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Filoviridae y Bornaviridae— 
representadas en negrita. A su vez, en color verde se muestran las dos subfamilias de los 
Paramyxoviridae (Pneumovirinae y Paramyxovirinae) y en color rojo se señalan los distintos géneros. Los 
miembros de este orden poseen genomas formados por RNA de hebra sencilla y polaridad negativa. Con 
la excepción de la familia Bornaviridae, la expresión génica de los Mononegavirales se regula 
fundamentalmente por el mecanismo del gradiente transcripcional [107]. Figura procedente del Comité 
Internacional de Taxonomía de Virus [256]. 
 
4 MIMETISMO ANTIGÉNICO ENTRE LIGANDOS DE CHLAMYDIA 
TRACHOMATIS Y UN LIGANDO ENDÓGENO HUMANO RESTRINGIDO 
POR HLA-B*27 
  
En el contexto de la hipótesis del péptido artritogénico, en estudios previos se 
había descrito el ligando endógeno B27 309-320 (RRKSSGGKGGSY), un péptido 
proveniente de la cola citoplasmática de la propia molécula HLA-B*27 —y de todas las 
moléculas HLA del tipo B— que era presentado por los subtipos de HLA-B*27 asociados 




protectores (HLA-B*27:06 y –B*27:09) [209]. Este péptido mostraba alta homología con 
varias secuencias procedentes de bacterias artritogénicas, en particular con la 
correspondiente a los residuos 211-222 de la proteína primasa de DNA 
(RRFKEGGRGGKY) de la bacteria artritogénica Chlamydia trachomatis. Posteriores 
análisis de células HLA-B*27:05+ transfectadas con el gen para la primasa de DNA de 
C. trachomatis definieron dos ligandos bacterianos presentados por HLA-B*27 
estrechamente relacionados con la secuencia artritogénica predicha para esta 
bacteria. Estos dos péptidos diferían en longitud respecto al ligando endógeno B27 
309-320 en un residuo menos (DNAP 211-221) o más (DNAP 211-223) en el extremo C-terminal, 
si bien mantenían la alta homología de secuencia con el péptido endógeno. No 
obstante, se requerían estudios funcionales adicionales para explorasen la respuesta 
frente a estos péptidos en el contexto de HLA-B*27 para confirmar el mimetismo 
antigénico propuesto.  
Debido a que las infecciones por C. trachomatis muestran baja prevalencia y 
habitualmente son complicadas de diagnosticar, el acceso a muestras de pacientes 
HLA-B*27+ con SpA provocada por esta bacteria artritogénica no es sencillo [257]. Por 
ello, los ensayos funcionales se llevaron a cabo utilizando una aproximación 
experimental con modelos múridos transgénicos para HLA-B*27:05 que consistía en la 
inoculación de péptidos sintéticos, puesto que la infección con Chlamydia de ratones 
de sexo masculino por vía natural es dificultosa [258]. Estos ratones, desarrollados 
por el grupo del Dr. Chella S. David de la Clínica Mayo, expresan eficientemente 
tanto las cadenas pesadas como la β2m de las moléculas HLA-B*27:05 [259]. Además, 
se ha descrito que estos animales desarrollan espontáneamente signos clínicos 
relacionados con la ReA como artritis, descoloración e hiperqueratosis en las uñas y, 
en los casos más graves, anquilosis de las patas traseras. Además, presentan cambios 
histológicos como la presencia de células mononucleares en las articulaciones y 
destrucción de cartílago [190]. La patología ocurre fundamentalmente en ratones de 
sexo masculino, los cuales desarrollan signos clínicos más graves que las artritis 
suaves que se registran en ratones de sexo femenino. Por otra parte, los síntomas 
aparecen exclusivamente cuando los animales son transferidos desde instalaciones 
libres de patógenos hacia animalarios convencionales en los que los animales quedan 
más expuestos a los diferentes microorganismos del ambiente. Esta particularidad 
apunta al probable papel patogénico de microorganismos artritogénicos que 
interaccionarían con los ratones una vez que estos se establecen en instalaciones sin 
barreras para patógenos. Cabe mencionar que estas dos características patogénicas 
de este modelo múrido ―diferencias por sexos y ausencia de síntomas en ambientes 
libres de patógenos― también son necesarias para la aparición de la enfermedad en 
ratas transgénicas para HLA-B*27:05 y ratones transgénicos para HLA-B*27:02 
[260,261]. 
Los resultados expuestos en esta tesis doctoral muestran que las células T 
originadas en respuesta al tridecámero bacteriano DNAP 211-223, pero no en respuesta 
al undecámero DNAP 211-221, son capaces de reconocer de forma específica el ligando 
endógeno B27 309-320 (Figuras 50 y 51). Esta respuesta es específica de la molécula 
HLA-B*27:05 debido a la ausencia de reconocimiento específico de células T en 
ratones control que carecen de esta molécula HLA de clase I (Figura 52). La 




309-320, u otra similar, podría ser un importante factor en la patogénesis y/o evolución 
hacia una enfermedad crónica en la SpA en individuos HLA-B*27+.  
 Estas observaciones concuerdan con los resultados de modelización molecular 
de los tres péptidos restringidos por HLA-B*27:05 publicados anteriormente [208]. En 
ellos, el péptido bacteriano DNAP 211-223 unido a HLA-B*27, aunque no DNAP 211-221, 
adoptaría conformaciones similares a las exhibidas por el ligando endógeno B27 309-
320. Por tanto, estos datos sugerían que la configuración del determinante antigénico 
para los CTLS sería similar tanto en los complejos de HLA-B*27:05 con el tridecámero 
bacteriano DNAP 211-223 como con el péptido endógeno B27 309-320, lo que daría lugar a 
la reactividad cruzada entre ambos péptidos (Figura 55). Los datos recogidos en este 
memoria muestran el mimetismo antigénico entre estos dos ligandos de la molécula 
HLA-B*27 y sugieren su posible implicación como componente autoinmunitario en el 
desarrollo de la SpA [262].  
 
 
Figura 55. Modelización molecular del ligando endógeno B27 309-320 y los bacterianos DNAP 211-221 y 
DNAP 211-223. Se representan las conformaciones representativas (rep) obtenidas en varias repeticiones 
de simulaciones de dinámica molecular. Mientras que las dos conformaciones representativas de DNAP 
211-221 eran muy diferentes a cualquiera de las tres correspondientes a B27 309-320, la mayoritaria y 
prácticamente única de DNAP 211-223 mostraba una estrecha similitud con el péptido endógeno, pues sería 
un intermedio entre la rep2 y la rep4 de dicho ligando. Figura modificada de Álvarez-Navarro et al. 
[208]. 
 
 La ausencia de reactividad cruzada de las células T originadas contra DNAP 211-
221 con el ligando endógeno es consistente con la disparidad conformacional predicha 
de los correspondientes complejos de péptido con HLA-B*27:05 (Figura 55). El hecho 
de que las células T generadas contra DNAP 211-223 mostraran reactividad cruzada 
tanto frente a su homólogo bacteriano DNAP 211-221 como frente a B27 309-320 podría 
explicarse por dos poblaciones de células T distintas, una con reactividad cruzada por 




la otra con reactividad cruzada por B27 309-320. Alternativamente, es posible que DNAP 
211-223 pudiera activar un mayor número de clones de células T capaces de reconocer 
los tres péptidos a la vez o que dichos clones se encuentren inicialmente en una 
considerable mayor proporción respecto a los que muestran reactividad cruzada 
entre DNAP 211-221 y DNAP 211-223 exclusivamente. Para responder a esta importante 
cuestión será necesario el desarrollo de líneas de CTLs específicas de los diferentes 
péptidos en las que se podría explorar el reconocimiento específico de una forma 
más minuciosa. 
 En la SpA se ha propuesto habitualmente que la expresión de las proteínas que 
dan lugar a los hipotéticos péptidos endógenos artritogénicos debería ser específica 
de tejidos relacionados con las articulaciones, pues así se explicaría que la respuesta 
autoinmunitaria afecte mayoritariamente a estas regiones anatómicas. Dado que la 
expresión de la molécula HLA-B*27:05 es ubicua en todas las células nucleadas, el 
péptido B27 309-320 procedente de esta molécula de clase I no puede ser específico de 
tejido. No obstante, aun así podría seguir teniendo un papel relevante en la 
patogénesis de las SpAs. Por un lado, aunque en estas enfermedades el daño 
inflamatorio se concentra en las articulaciones, también se observan manifestaciones 
extra articulares que incluyen afecciones oculares (uveítis anterior), intestinales 
(enfermedad inflamatoria intestinal) y en la piel (psoriasis) y, en casos más 
excepcionales, trastornos cardiovasculares, pulmonares, renales y neurológicos 
[263,264]. Por tanto, el daño autoinmunitario afecta virtualmente a muchos de los 
órganos y tejidos del organismo.  
Por otro lado, varios trabajos han demostrado la relevancia de antígenos 
ubicuos en otras enfermedades autoinmunitarias donde el daño se encuentra 
localizado en una o pocas regiones anatómicas. Así, en el proceso autoinmunitario de 
la artritis de Lyme se ha involucrado a la autorreactividad contra un péptido 
procedente de la molécula ubicua LFA1 que en pacientes muestra reactividad 
cruzada contra un epítopo procedente del agente causal de la enfermedad, Borrelia 
burgdorferi [265]. En modelos animales de artritis reumatoide se ha demostrado que, 
si bien no es necesario que se produzca reactividad cruzada con péptidos derivados 
de patógenos para desarrollar la enfermedad, ésta puede comenzar como 
consecuencia del reconocimiento por células T de autoantígenos provenientes de 
proteínas ubicuas como la glucosa-6-fosfato isomerasa [266] o la proteína ribosómica 
L23a [267]. Asimismo, también se ha descrito como un factor importante en la 
cirrosis biliar primaria la respuesta autorreactiva frente a ligandos derivados del 
componente E2 de los complejos piruvato deshidrogenasa por parte de células T 
tanto CD4+ como CD8+ [268,269]. Algunos factores que pueden influir en que la 
respuesta frente a un antígeno no específico de tejido se concentre en una o pocas 
regiones del organismo pueden ser el alojamiento específico (homing) de las células 
T autorreactivas en el órgano o tejido afectado o a la abundancia local de ciertas 
moléculas, como citoquinas activadoras, que generen un ambiente inflamatorio 
favorable para la activación de las células T autorreactivas. En este sentido, la 
expresión de IFNγ puede ser muy relevante, dado que esta citoquina estimula la 
presentación antigénica mediante el aumento de la expresión de HLA de clase I y, 
por tanto, de HLA-B*27:05 [64]. De este modo, se incrementarían las cantidades 




probablemente), facilitándose el procesamiento y presentación en superficie de los 
complejos de clase I con el autoantígeno B27 309-309, el cual sería reconocido por los 
CTLs autorreactivos que a su vez liberarían más IFNγ, generándose un proceso 
circular de retroalimentación positiva.  
En las últimas décadas ha habido varios trabajos que han tratado de encontrar 
péptidos que pudieran considerarse artritogénicos de los que han surgido distintos 
candidatos. De este modo, la aproximación experimental utilizada en ciertos estudios 
consistió en la identificación de péptidos endógenos reconocidos únicamente en 
pacientes que padecen SpA, pero no por individuos HLA-B*27:05+ sanos, que 
posteriormente se intentaban relacionar con secuencias de patógenos. Aunque en 
ningún caso se ha definido reactividad cruzada con microorganismos artritogénicos, 
en estos trabajos se han hallado varios ligandos endógenos procedentes de proteínas 
ubicuas que mostraban homología de secuencia con bacterias artritogénicas [270] e 
incluso virus como EBV [271]. Asimismo, otro trabajo ha identificado reconocimiento 
específico de varios péptidos endógenos derivados de cartílago por parte de células T 
CD8+ restringidas por HLA-B*27:05, que podrían estar relacionados con la AS [272]. 
Paralelamente, la estrategia de otros estudios ha consistido, por el contrario, en 
buscar péptidos en bacterias consideradas artritogénicas que a continuación se 
comparaban con posibles secuencias derivadas de proteínas humanas. De esta forma, 
se han identificado péptidos restringidos por HLA-B*27:05 procedentes de Salmonella 
―una bacteria artritogénica― en pacientes con SpA [273]. También se han llevado a 
cabo intentos de identificar posibles péptidos de la propia bacteria C. trachomatis 
que pudieran estar implicados en la SpA [274]. Sin embargo, en todos los trabajos 
anteriormente mencionados continuaba sin identificarse mimetismo antigénico entre 
los péptidos derivados de patógenos y los ligandos humanos. Por ello, la reactividad 
cruzada detectada en la presente tesis entre el ligando bacteriano DNAP 211-223 de C. 
trachomatis  y el ligando endógeno B27 309-320 constituye la primera demostración de 
mimetismo molecular a nivel de célula T entre un epítopo restringido por HLA-B*27 
procedente de una bacteria artritogénica y un ligando constitutivo humano derivado, 
en este caso, del procesamiento endógeno de la cadena pesada de HLA-B*27.  
Por último, los datos expuestos obtenidos en ratones transgénicos para HLA-
B*27:05 también han mostrado una interesante diferencia entre sexos ya que, en 
contraste con lo que ocurre en los ratones de sexo masculino, el reconocimiento 
específico del ligando endógeno B27 309-320 por células T originadas frente a DNAP 211-
223 es indetectable en los ratones de sexo femenino. Este resultado es coherente con 
el conocimiento acerca de la mayor frecuencia y peor pronóstico de la SpA en el sexo 
masculino, el cual se observa tanto en seres humanos como en los ratones y las ratas 
transgénicos para HLA-B*27:05 [81,190,260]. No obstante, el mecanismo subyacente 
que genera estas diferencias continúa sin explicación. Lo cierto es que las SpAs son la 
excepción dentro de las enfermedades autoinmunitarias, ya que este tipo de 
trastornos suelen ser considerablemente más frecuentes en el sexo femenino. En las 
últimas décadas se han identificado varios factores que contribuyen a las diferencias 
entre sexos del sistema inmunológico, habitualmente más robusto en el sexo 
femenino, que se encuentran implicados en la propensión a sufrir enfermedades 
autoinmunitarias [275]. De algún modo, en la SpA también podrían influir, aunque de 




factores genéticos y epigenéticos, efectos de hormonas sexuales y diferencias en el 
microbioma [276-278]. En este sentido, sería interesante realizar experimentos que 
analizasen el desarrollo de la enfermedad artrítica y de la respuesta frente a los 
ligandos descritos en la presente tesis en ratones HLA-B*27:05+ castrados o tratados 
con hormonas sexuales, tal y como se ha realizado en el modelo múrido de esclerosis 
múltiple [279]. Igualmente, ya que cada vez existen más indicios de la implicación 
del microbioma en trastornos autoinmunitarios, también sería relevante llevar a cabo 
análisis que evaluaran la relación del microbioma de ambos sexos en el desarrollo de 
la enfermedad tanto en humanos como en modelos animales.  
 
5 DISCUSIÓN GENERAL 
 
En la presente tesis se ha llevado a cabo un estudio sobre el procesamiento y 
presentación de antígenos de ligandos de HLA de clase I, procedentes de virus (HCV y 
HRSV) y de bacterias (Chlamydia trachomatis), a varios niveles, que incluyen las 
propiedades biológicas de los patógenos, la restricción por las moléculas 
presentadoras y el reconocimiento específico por los linfocitos T CD8+. De esta 
forma, se han establecido relaciones con importancia para la comprensión de las 
enfermedades infecciosas virales como las provocadas por HCV y HRSV y la respuesta 
inmunológica frente a ellas, y se han extraído conclusiones relevantes en el 
desarrollo racional de vacunas, en la elaboración y análisis de bases de datos y en la 
patogénesis de las espondiloartropatías.  
En primer lugar, los resultados expuestos en la presente tesis en conjunto 
tienen importantes implicaciones en el diseño de vacunas poliepitópicas, es decir, 
formulaciones donde varios epítopos de células T son incluidos en una misma 
construcción vacunal artificial, las cuales ya se están comprobando frente a virus 
como HIV y EBV,  parásitos como Plasmodium y Leishmania, y ciertos cánceres 
[280,281]. Por un lado, los datos llaman la atención sobre el hecho de que 
generalmente se ha ignorado el efecto del polimorfismo de los diferentes alelos de 
HLA en la descripción de los ligandos y epítopos. Así, a la hora de desarrollar vacunas 
para estimular la respuesta por células T CD8+ deberían incluirse epítopos que 
garantizasen la unión y presentación por los subtipos de HLA de clase I presentes en 
la población a la cual se desee inmunizar. Estas formulaciones vacunales deberían 
diseñarse independientemente de cuales sean los alelos más comunes en la población 
humana en su conjunto, o cuales hayan sido tradicionalmente los más utilizados y se 
consideren prototípicos. Un hecho importante es que muchos de los patógenos que 
provocan las enfermedades infecciosas de mayor tasa de morbilidad y mortalidad son 
comunes en zonas tropicales y ecuatoriales. Sin embargo, la diversidad y composición 
de alelos de HLA de clase I no se encuentra bien estudiada en las poblaciones 
afectadas por estas enfermedades ya que los análisis de haplotipos para HLA, que se 
realizan fundamentalmente para evaluar la compatibilidad en trasplantes de órganos, 
se han llevado a cabo principalmente en países desarrollados. Por eso, las futuras 
vacunas que traten de optimizar la respuesta por células T CD8+ contra patógenos 




(virus del Ébola, Chikungunya, Lassa…) y parásitos (como Plasmodium, el agente 
causal de la malaria), deberán tener en cuenta las peculiaridades en la distribución 
de los subtipos de HLA de clase I, especialmente en las poblaciones y etnias 
afectadas. 
Una alternativa posible a la realización de caracterizaciones tan exhaustivas 
de los alelos de HLA dentro de cada población es, como se ha descrito en la presente 
memoria, la definición de reglas de presentación antigénica comunes cada familia de 
HLA de clase I. Esto permitiría fijar un criterio de selección para péptidos o ligandos 
dentro de un conjunto de candidatos para formar parte de inmunógenos 
terapéuticos. Así, aquellos péptidos que satisficieran los motivos de anclaje comunes 
para la mayoría de subtipos de una familia HLA serían, a priori, los más indicados 
para formar parte de una formulación vacunal pues permitirían la presentación por 
prácticamente todos los miembros de un grupo alélico en particular. De este modo se 
sortea el inconveniente que suponen las diferencias en la unión a distintos subtipos 
que conllevan a divergencias en la respuesta frente a epítopos en diferentes 
individuos. 
En el caso del orden Mononegavirales, se han diseñado agentes vacunales 
eficaces contra distintos géneros de este grupo de virus. De este modo, existen 
vacunas contra virus que infectan a humanos, como es el caso del virus de la rabia 
por un lado, y de los virus del sarampión y de las paperas por otro (en cuyos casos se 
utiliza la misma preparación vacunal, la denominada vacuna triple vírica). Las 
vacunas contra estos patógenos consisten en virus atenuados o inactivados. Debido 
ello, por motivos de seguridad farmacológica y posibles efectos secundarios, algunos 
organismos y autoridades sanitarias como la Organización Mundial de la Salud no 
aconsejan su aplicación en ciertos casos y recomiendan buscar alternativas, como 
vacunas de subunidades, poliepitópicas o de DNA, donde no se dan problemas de 
reversión y los efectos secundarios son menos frecuentes y graves. También se han 
desarrollado vacunas de importante valor económico, pues previenen de la infección 
en animales domésticos por miembros de los Mononegavirales como son los virus que 
provocan el moquillo en diversos mamíferos o la enfermedad de Newcastle en aves. 
Sin embargo, existen virus pertenecientes a este orden en los que, pese a la alta 
prevalencia, morbilidad y mortalidad que provoca la enfermedad asociada, no existe 
vacuna efectiva para su control y prevención. El caso de HRSV es quizá el más 
llamativo puesto que aunque se ha estado trabajando en el desarrollo de un agente 
vacunal durante más de cincuenta años, los progresos han sido más bien moderados. 
Además, dentro de los Mononegavirales existen géneros altamente virulentos, como 
son los del virus del Ébola y Marburgo que se enmarcan en la familia Filoviridae, que 
se consideran una amenaza de primer orden y para los que sin embargo no existe 
vacuna ni tratamiento profiláctico alguno. Por ello, el desarrollo de agentes 
vacunales contra este tipo de virus es un objetivo prioritario. Los resultados 
mostrados en la presente memoria describen un patrón de reconocimiento por parte 
de las células T CD8+, basado en la transcripción diferencial de los genes virales, que 
permite establecer dos importantes reglas para el diseño de vectores vacunales que 
estimulen la respuesta citotóxica frente a estos virus. En primer lugar, las proteínas 
cuyos genes se encuentren más cercanos al promotor 3’ serán los candidatos más 




número de epítopos que las proteínas cuyos genes posean una menor tasa de 
transcripción. La segunda regla sería que, dentro de las proteínas más próximas al 
promotor 3’, es preferible elegir proteínas grandes, pues es más probable que su 
secuencia albergue diferentes epítopos. Estas dos simples directrices pueden 
simplificar considerablemente la investigación, evaluación y desarrollo de futuras 
vacunas frente a los diferentes miembros de los Mononegavirales. 
Respecto al diseño de vacunas, en trabajos posteriores realizados en nuestro 
laboratorio se ha determinado que, en contraste con lo observado para clase I,  la 
respuesta restringida por moléculas HLA de clase II no se encuentra limitada por el 
gradiente transcripcional puesto que de los diecinueve ligandos de HLA-DR 
identificados, la mayoría pertenecen a la proteína de fusión, si bien algunos forman 
parte de la proteína no estructural 1 y de la matriz [282]. Por tanto, en conjunto con 
los datos extraídos de los ligandos de HLA de clase I, se puede proponer que el vector 
vacunal más apropiado para generar respuestas inmunológicas generales contra HRSV 
consistiría en uno formado por proteínas codificadas por el grupo transcripcional 3’ 
(fundamentalmente la nucleoproteína y la proteína de la matriz) para estimular el 
reconocimiento por células T CD8+, y por la proteína de fusión, ya que es una 
importante fuente de epítopos de clase II así como una de las dianas principales para 
la respuesta por anticuerpos [283]. 
Por otra parte, los resultados recogidos en la presente memoria tienen 
importantes implicaciones en los análisis bioinformáticos de las bases de datos de 
epítopos. Aunque existen trabajos que identifican la distribución de epítopos para 
células T CD8+ entre las diferentes proteínas de HCV [284] e incluso de HRSV [285], los 
metaanálisis de este tipo exigen cierta cautela puesto que en las bases de datos un 
gran número de epítopos restringidos por moléculas del MHC de clase I provienen de 
estudios que se han centrado en proteínas codificadas por mRNAs de abundancia 
intermedia-baja (como la proteína de fusión en el caso de HRSV) y, por tanto, su 
relevancia podría ser marginal en la respuesta natural mediada por clase I. Por ello, 
los análisis bioinformáticos de la distribución de los epítopos virales que se realicen 
utilizando estas bases de datos pueden enmascarar la contribución real de las 
diferentes proteínas virales en las respuestas de células T. Por el contrario, este tipo 
de metaanálisis únicamente deberían considerar trabajos en los que se hayan 
utilizado virus completos y, por tanto, no se hayan introducido preferencias hacia 
ninguna proteína viral particular. En estos casos, la evaluación de los diferentes 
epítopos permitiría componer una imagen real de cómo se comporta el sistema 
inmunológico frente a ciertas infecciones y qué patrones pueden existir en la 
inmunodominancia. 
Otra implicación respecto a las bases de datos es debida a que en muchas de 
ellas la definición de los elementos de restricción para los epítopos y ligandos 
únicamente llega al nivel de familia HLA. Como se ha demostrado en HCV, la 
resolución a nivel de subtipo es muy relevante puesto que el reconocimiento de 
algunos epítopos, por inmunodominantes que sean, puede variar significativamente 
en función de las moléculas presentadoras en particular. En este sentido, en la 
composición de las bases de datos y en los análisis realizados a partir de ellas sería 




Asimismo, los programas de búsqueda y predicción se pueden beneficiar de los 
resultados mostrados en esta tesis, pues sus algoritmos pueden encontrarse 
parcialmente sesgados por la composición y número de datos de partida. Un ejemplo 
es el caso de HLA-B*27, familia para la cual la mayoría de algoritmos utilizan los 
datos de secuencias extraídas por degradación de Edman o espectrometría de masas 
cuyas predicciones no son siempre certeras. De este modo, existen péptidos que 
obtienen puntuaciones moderadas o bajas de afinidad que no obstante muestran alta 
afinidad de unión por una molécula HLA de clase I particular. Y al contrario, ligandos 
predichos con alta fiabilidad estadística finalmente pueden no unirse con la 
suficiente estabilidad a la molécula presentadora. Por otra parte, los algoritmos de 
predicción de epítopos de HLA de clase I, en el caso de los Mononegavirales, podrían 
aprovecharse de las nociones sobre la respuesta mediada por clase I y ponderar la 
relevancia de cada ligando en función del grupo transcripcional del cual provenga el 
gen que codifica para su proteína. 
Por último, los datos recogidos en la presente memoria abren una nueva 
ventana hacia la comprensión de las SpAs. Sea o no un verdadero péptido 
artritogénico capaz de iniciar el daño autoinmunitario, la reactividad cruzada 
detectada en el ligando endógeno B27 309-320 frente al péptido de C. trachomatis 
DNAP 211-223 puede ser muy relevante en el conocimiento de la patogénesis de estas 
enfermedades. Para analizar la verdadera naturaleza del mimetismo antigénico entre 
estos dos péptidos será necesario la revisión de un número suficiente de pacientes 
con HLA-B*27, lo cual no es una tarea sencilla dada la baja frecuencia de pacientes 
HLA-B27+ infectados con C. trachomatis que padecen alguna SpA. Por otra parte, los 
datos de esta memoria permiten inferir que quizá puedan existir casos de reactividad 
cruzada entre ligandos endógenos y epítopos de bacterias artritogénicas (no solo de 
Chlamydia, sino de otras como los patógenos de infección gastrointestinal como 
Salmonella, Shigella, Campylobacter…), por lo que las futuras investigaciones 





























































1. La capacidad de unión del epítopo NS5B 403-411 de HCV a HLA-B*27:02 y –B*27:05 
determina el reconocimiento diferencial en pacientes infectados con el virus. 
 
2. La sustitución de arginina por lisina en la posición 2 del epítopo NS5B 403-411 
constituye un mutación de escape viral que impide la unión efectiva a la 
molécula HLA-B*27:02. 
 
3. La afinidad de unión de los epítopos NS5B 403-411, NS5B 424-432 y NS5B 519-526 a los 
diferentes subtipos de HLA-B*27 sugiere variaciones en la inmunodominancia en 
pacientes HLA-B*27:04+ y B*27:06+. 
 
4. La estructura Arg/Lys-Arg-Xn-Ile/Leu/Met constituye un motivo de anclaje 
mínimo común para la unión efectiva a siete subtipos de HLA-B*27 distintos 
funcional y geográficamente. 
 
5. El gradiente en la transcripción de los genes de HRSV determina la 
inmunoprevalencia de los ligandos presentados por HLA de clase I. 
 
6. El gradiente en la transcripción de los genes de HRSV determina la 
inmunodominancia de la respuesta mediada por HLA de clase I. 
 
7. El tamaño de las proteínas codificadas por los genes del grupo transcripcional 
3’ de HRSV determina la inmunoprevalencia e inmunodominancia dentro de 
este grupo. 
 
8. El péptido de Chlamydia trachomatis DNAP 211-223 muestra reactividad cruzada 
por el ligando endógeno humano B27 309-320 en el contexto de HLA-B*27:05, 
siendo el primer caso descrito de mimetismo antigénico entre una ligando 
bacteriano y un péptido endógeno. 
 
9. La reactividad cruzada entre el epítopo bacteriano DNAP 211-223 y el ligando 
endógeno B27 309-320 se produce exclusivamente en ratones del sexo masculino, 
el cual presenta una patología más frecuente y severa tanto en seres humanos 
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